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Es bien conocido que el estrés contribuye al desarrollo de la 
enfermedad induciendo cambios en la funciôn inmune, siendo la 
inmunodepresiôn una de sus principales consecuencias. Con el fin de 
profundizar en el estudio de los mecanismos que median Los efectos del
estrés en el sistema inmune nos propusimos estudiar en la primera
parte de este trabajo el efecto. de la aplicaciôn de très agentes 
estresantes {inmovilizaciôn, frio y nataciôn) sobre una serie de
marcadores de estados de estrés en ratones C57BL/6. Los resultados
obtenidos revelan que todos los paràmetros estudiados se ven afectados 
pero en un grado y signo distintos dependiendo del estresante 
utilizado. Con respecto al timo observamos un aumento de peso con e 
estrés de frio y una disminuciôn con el de inmovilizaciôn; estos 
cambios de peso se ven acompafiados por variaciones en el nûmero de 
timocitos que ûnicamente afectan a la subpoblaciôn inmadura, mientras 
que la madura permanece constante.
El estudio de los procesos que modulan la inmunidad bajo 
situaciones de estrés centra la segunda parte de nuestro trabajo.
 ^Aunque hasta ahora se consideraba a las hormonas adrenales como el 
[primer medi^dor de los efectos del estrés y responsables de la 
'involuciôn timica, nuestros resultados indican que los niveles de 
[ corticosteroidps piran-zafinc} durante el estrés no producen la 
l^egradaciôn deT DNA de timocitos y que en ausencia de câpsulas 
suprarrenales y en esas mismas condiciones estresantes persiste la
Iinvoluciôn timica. Otros factures distintos de la corticosterona 
(parecen estar implicados. Asi el estudio del proceso de migraciôn de 
las células precursoras al timo révéla que la migraciôn estâ inhibida 
bajo condiciones de estrés, lo que explicaria la involuciôn timica 
\ encontrada en esas condiciones. Esta inhibiciôn parece ser 
i_çéiiiLâcasnciada-T|
Por otro lado, las variaciones de la actividad de las enzimas
15'-Nucleotidasa, N-Acetil-0-Glucosaminidasa, (3-Glucuronidasa y Serin Esterasa (consideradas como marcadoras de estados de estrés) durante el proceso de maduraciôn intratlmica no se modifican bajo condiciones
de estrés. Asi pues, lo mâs probable es que durante el estrés se
interrumpa o inhiba la llegada de células precursoras al timo, lo que 




I.I.- VISION HISTORICA DEL CONCEPTO DE ESTRES.
Durante los primeros afios del présente siglo, el investigador 
Walter Cannon (1) iniciô los estudios pioneros sobre los cambios 
corporales en situaciones de dolor, hambre, miedo y rabia. Su trabajo 
pretendia determinar como el estrés podia conducir a la enfermedad. A 
él debemos la introducciôn del concepto de estrés, que definia como 
"todo agente capaz de inducir una respuesta o tensiôn en el mécanisme 
homeostético del cuerpo". Sus experiencias demostraron la importancia 
del sistema nervioso simpàtico y la liberaciôn de catecolaminas 
medulares en el mantenimiento del estado de equilibrio del cuerpo u 
homeostasis, producida tanto en respuesta a estimulos fisicos (pérdida 
de sangre, por ejemplo) como a sucesos psiquicos (gatos expuestos al 
ladrido de un perro). Todo su trabajo le llevô a formular la Teoria de 
la Funciôn de Emergencia de la Médula Adrenal (2), en la que enfatiza 
el papel de la secreciôn de adrenalina, a la que consideraba la 
hormona del estrés, en la preparaciôn del organisme frente a 
situaciones adverses -la denominada reacciôn de emergencia- para 
conseguir, finalmente, la restauraciôn de la homeostasis. El grado de 
respuesta era proporcional al de estrés hasta un punto que denominô 
nivel crltico de estrés y, a partir del cual, los mecanismos 
homeostâticos eran incapaces de restaurer el funcionamiento normal del 
cuerpo.
A mediados de los afios 30, el endocrinôlogo Hans Selye introduce 
el concepto de estrés en el campo de la investigaciôn biolôgica, en
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oposiciôn al concepto coloquial de estrés fisico que predominaba hasta 
ese momento. Sus investigaciones abrieron nuevas perspectivas en las 
interrelaciones entre el hombre • y su ambiente y los mecanismos 
envueltos en la adaptacién de los organismos a los cambios 
ambientales.
Para Selye, el estrés era la respuesta no especifica del cuerpo a 
cualquier estimulo hecho sobre él, ya que distinguia entre una 
respuesta especifica y adecuada, que respondia a unos estimulos 
concretos (aumento de presiôn sanguinea frente a pérdida de sangre, 
aumento de insulina frente al aumento de glucosa en sangre, sudoraciôn 
frente a calor...) o dependia de ciclos ritmicos (fotoperiodo, 
actividad motora, secreciôn de corticoides o insulina, suefio/vigilia, 
actividades enziméticas, respiraciôn..), y una respuesta no especifica 
y estereotipada, el estrés, comûn a diverses agentes ambientales 
(frio, calor, inmovilizaciôn, ejercicio fisico, productos tôxicos, 
infecciôn...) y, por tanto, independiente de la naturaleza del 
estimulo. Selye (3) encontrô que en respuesta a estos estimulos 
estresantes el organisme reaccionaba con un sindrome caracteristico, 
cuyo objetivo era prepararse para contrarrestar los efectos del agente 
y que denominô Sindrome General de Adaptaciôn (GAS). Aunque reconoce 
la participaciôn de la médula adrenal en esta adaptaciôn, como ya 
habia sefialado Cannon a principios de siglo, destaca el papel decisive 
de los glucocorticoides de la corteza adrenal (4).
El Sindrome General de Adaptaciôn (GAS) fue descrito por Selye 
como una respuesta tri fis ica al estrés. La respuesta inicial o
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reacciôn de alarma se caracteriza por una estimulaciôn simpÂtica y un 
aumento de la secreciôn adrenocortical, cuyas consecuencias son una 
serie de cambios dirigidos a la movi1izaciôn de las réservas 
energéticas del organisme. En sus primeras publicaciones, las 
alteraciones estructurales y funcionales de esta primera fase eran 
formuladas como el triple efecto del estrés: aumento adrenal, atrofia 
timico-esplénica y ûlceras géstricas (5). Cuando la exposiciôn al 
estimulo estresante continûa, se produce la reacciôn de adaptaciôn o 
resistencia que da lugar a un estado de recuperaciôn, con una
disminuciôn o desapariciôn de los cambios manifestados durante la 
reacciôn de alarma y la curaciôn de las lesiones agudas. Si la 
exposiciôn sigue, decrece la resistencia del organisme y la patologia 
de la reacciôn de alarma reaparece, produciéndose la muerte del 
animal, bien por efecto directe del agente estresante, por fallo o 
destrucciôn adrenocortical o simplemente por el agotamiento de las 
réservas energéticas (3).
A pesar de que el estado de estrés esté usualmente considerado
como deletéreo para la salud, pues los altos niveles de
corticoster0ides, que resultan del mantenimiento del estrés, tienen el 
efecto adicional de deprimir el sistema inmune, Selye consideraba que 
un cierto tono o grado de estrés - el estrés bueno (eustress)- era 
fisiolôgico y beneficioso para el organisme e incluso necesario para 
una existencia normal, distinguiéndolo del estrés perjudicial 
(distress), que era patolôgico y adverse cuando alcanzaba un grado
’ excesivo e inapropiado, sin embargo, ambos tipos de estrés tendrian 
I las mismas respuestas endocrinolôgicas (6).
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Estas ideas, segûn las cuales todo estimulo nocivo resultaba en la 
iniciaciôn de una serie de cambios metabôlicos en el organisme 
expuesto y que afectaban, fundamentalmente al eje pituitaria-adrenal, 
siguieron desarrollândose bajo la influencia de Selye durante los afios 
40 y 50.
El énfasis en la respuesta biolôgica no especifica al estrés no ha 
sido sostenida por investigadores posteriores. Mason (7) demostrô que 
la naturaleza de las condiciones de estrés puede determinar el patrôn 
especifico de respuesta. Asi, por ejemplo, los niveles de 
norepinefrina eran mayores que los de epinefrina durante el ejercicio 
y el nivel de epinefrina era mayor durante una conferencia pûblica 
(8). Esto enfatiza la necesidad de considerar la especificidad del 
estrés y la respuesta, y cuestiona la exclusiva utilizaciôn de la 
respuesta biolôgica especifica como base de la definiciôn del estrés.
Segûn Mason la inespecificidad se debe a que tras los diferentes
\
agentes estresantes subyacen reacciones psicolôgicas semejantes. La 
simple amenaza a la exposiciôn de un agente estresante puede ser mis 
poderosa en términos de respuesta hormonal que la exposiciôn en si y 
es mâs, el estimulo fisico por si solo es incapaz de desencadenar la
respuesta adrenocortical, si no va acompafiado de un estimulo
emocional. De una serie de estudios realizados en monos, privados de 
comida o sometidos a ejercicio. Mason concluye, que existe un
componente psicolôgico, ademàs del fisico en el estrés, que es mâs
potente incluso en producir cambios en los individuos (9).
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Todo esto le llevô a establecer diferencias entre la estimulaciôn 
cognitive y la estimulaciôn fisiolôgica, dependiendo del tipo y 
circunstancias que rodean al agente estresante. Sus puntos de vista 
son aceptados hoy en dia y han sido denominados por Burchfield y 
colaboradores Teoria Cognitiva del Estrés, basada en la sensibilidad 
del sistema neuroendocrine a los factores psicolôgicos (como el llanto 
de un niSo, un enfado conyugal o en el trabajo) que eran capaces de 
producir respuestas neuroendocrinas importantes (10).
La investigaciôn psicoendocrina en el sistema pituitaria-adrenal 
ha puesto de manifiesto que el grado de respuesta al estrés viene 
determinado fuertemente por elementos como la novedad, incertidumbre, 
anticipaciôn o predictibilidad (9).
Se han descrito un gran nûmero de experimentos que muestran que 
cambios bioquimicos, fisiolôgicos y/o patolôgicos en un organisme no 
son causados por la naturaleza nociva del agente sino por la actitud 
del sujeto frente al estresante (ansiedad, tensiôn o grado de 
responsabilidad que présente durante la exposiciôn) o el grado de 
capacidad o incapacidad de controlarlo; serân por lo tanto estos 
factores los que determinen el grado de respuesta individual y, por 
consiguiente, que expérimente o no estrés. Efectos similares eran 
observados estudiando la predictibilidad o impredictibilidad del 
agente estresante; las condiciones no predecibles, aquellas a las que 
el individuo no se podia anticipar, eran mis estresantes que las 
condiciones predecibles. En este sentido, el término de agente 
estresante debe referirse al grado de percepciôn por el sujeto del
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estimulo como nocivo o incontrôlable o impredecible mâs que como 
estimulo fisico en si (11).
En el laboratorio, animales que tenian la capacidad de poner fin a 
un agente estresante -estrés eludible- no desencadenaban una respuesta 
de estrés, mientras que animales sometidos al mismo agente, pero sin 
capacidad de control -estrés ineludible- si lo hacian (12, 13).
Laudenslager y colaboradores (12) encontraron que la proliferaciôn de 
linfocitos mur inos en respuesta a fitohemaglutinina y concavalina A 
estaba suprimida en animales sujetos a estrés ineludible, mientras que 
si era eludible la supresiôn no se producia. Este dato apoya la idea 
de que la controlabilidad del estrés es critica en la respuesta. 
También Visintainer y colaboradores (13) encontraban que el rechazo de 
un tumor se reducia cuando el individuo no podia controlar el agente 
estresante. Uno de los mâs conocidos ejemplos présenta ratas sometidas 
a descargas eléctricas, aquellas que podian controlar el agente 
presentaban una menor patologia inducida por el estrés (ûlceras 
gâstricas, pérdida de peso...) que los sujetos, que no podian eludir 
el agente. Estos ûltimos presentaban, ademâs, mayores niveles de 
adrenalina, norepinefrina y corticosterona (14). Asi pues, en la 
respuesta al estrés no influye ûnicamente la naturaleza, intensidad y 
duraciôn del agente estresante, sino también otros factores como la 
controlabilidad, predictibilidad y actitud del sujeto (15,16).
En este contexte de subjetividad, quizâs la definiciôn mâs 
aceptada de estrés se debe a David Glass: "la percepciôn de amenaza 
contra el equilibrio fisico o psicolôgico y la percepciôn de que las
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respuestas del individuo son inadecuadas para enfrentarse a ella"
(17).
Todos los factores que rodean la incidencia del estrés son 
complejos, lo que hace que hasta el momento no exista una definiciôn 
de estrés totalmente vàlida. El término estrés ha sido usado para 
abarcar componentes diferentes del sistema utilizado al considerar los 
efectos de varios estimulos en los organismos. Algunos autores 
diferencian claramente los distintos términos, entendiendo agente 
estresante como un estimulo adverso o nocivo que excede los limites 
normales y provoca cambios, estrés como la exposiciôn al agente y 
respuesta de estrés como los cambios fisiolôgicos inducidos por el 
estrés, determinada filogenéticamente y que refleja la experiencia de 
las especies adquirida durante la evoluciôn (18,19).
En la definiciôn de Selye, el término estrés es usado para 
describir la respuesta, pero frecuentemente, es utilizado como 
sinônirao de agente estresante, refiriéndose a acontecimientos o 
estimulos a los que el organismo estâ expuesto. Otras veces es 
utilizado para définir tanto el agente estresante, la reacciôn o las 
consecuencias.
Estrés es Un término abstrac^o que ha sido usado (al menos 
implicitamente) como una explicaciôn de estados psicofisiolôgicos 
alterados, y no tiene claras unidades de medida, a menos que el 
investigador pueda disponer de una variable cuantificable conocida que 
cambia cuando el organismo estâ expuesto a un agente estresante.
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I.2.- TERMINOLOGIA UTILIZADA.
El estrés es uno de los términos mis iraprecisos en el léxico de la 
ciencia, sin embargo y con fines prâcticos, aceptamos la definiciôn 
propuesta por Vigas en 1980: "Estrés es la respuesta del organismo a
agentes que ponen en peligro su integridad o que son percibidos como 
taies” (19).
Considérâmes estrés como un estado del organismo y reservamos el 
término agente estresante o estresante, para cualquier estimulo, 
excesivo cuantitativa o cualitativamente, que produzca estrés. 
Conservaremos los términos estrés de frio, estrés de inmovilizaciôn... 
y respuesta al estrés, que aunque hacen referenda al agente 
estresante, son utilizados de forma generalizada en la bibliografla.
Tradicionalmente, el estrés se ha venido clasificando en estrés 
fisico (ejercicio, hipoglucemia, descargas eléctricas, frio, 
inmovilizaciôn...) y estrés psiquico (situaciones dificiles o
peligrosas, tensiôn, miedo, traumas...). Sin embargo, no 
distinguiremos entre agentes estresantes fisicos y agentes estresantes 
emocionales por considerar a ambos componentes de un agente
estresante, ya que todo estrés fisico tiene un componente emocional 
mâs 0 menos pronunciado, y ambos desencadenan una respuesta similar 
(20).
Por el contrario, establecemos diferencia entre agentes
estresantes ineludibles, que el animal no puede evitar y agentes
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estresantes eludibles o susceptibles de ser controlados.
Por ûltimo distinguiremos segûn el tiempo de actuaciôn del agente 
entre estrés agudo producido por una sola exposiciôn y estrés crônico 





I.3.- ESTRES Ï ENPERMEDAD.
La investigaciôn de las relaciones entre el estrés y la enfermedad 
es complicada debido a un gran nûmero de factores, a los que hay que 
afiadir una respuesta, a menudo variable. Hay estudios que mantienen 
tanto efectos nocivos como beneficiosos del estrés en humanos y 
animales de laboratorio. La capacidad del organismo de controlar el 
estrés parece un factor mâs crltico que la naturaleza del estrés en si 
mismo.
Sin embargo, es conocido el papel fundamental del estrés en el 
inicio y desarrollo de enfermedades en las que la resistencia es 
inmunolôgica (infecciones y neoplasias) y de enfermedades asociadas a 
una disfunciôn inmunolôgica (alergias y autoinmunes). Existe una 
abundante bibliografla que describe numerosos casos en los que 
factores emocionales o fisicos preceden al desencadenamiento de la 
enfermedad (21). Ya se sospechaba en el siglo II a.C. que variables 
psicolôgicas podian influir en el desarrollo del câncer, y asi el 
fisico Galeno observaba que las mujeres melancôlicas parecian mâs
propensas a desarrollar câncer que las mujeres sanguineas (22). Ademâs
I
' existen datos sobre el incremento de mortalidad médica asociada a 
situaciones traumâticas producidas por la muerte de un familiar, que 
actuaria como un estresante muy potente, o sobre la mayor incidencia 
de enfermedades respiratorias en estudiantes en época de exâmenes 
(23).
El estudio de la relaciôn causal entre estrés y enfermedad es
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dificil, pues se debe recurrir a enfermedades cuyo grado de severidad 
pueda ser objetivamente medido (por ejemplo, el tamafio del tumor). Se 
han utilizado agentes estresantes muy diverses como el hacinamiento de 
ratones en jaulas, frio, inmovilizaciôn, ruldo, transporte, descargas 
eléctricas eludibles o ineludibles... seguidos muehas veces de la 
introducciôn de un agente patogénico. La respuesta es muy variable y 
factores como la percepciôn por el individuo del agente estresante, la 
capacidad para controlarlo o la predisposiciôn genética, juegan un 
papel decisivo. La dificultad del estudio se incrementa ante los 
problèmes para interpreter ciertos trabajos, debido a la existencia de 
variables incontroladas e inadecuados tratamientos estadisticos, unido 
ésto a la ausencia de datos comparâtivos. Ademâs, el trabajo 
experimental se ha desarrollado en diferentes especies, diferentes 
enfermedades y diferentes agentes estresantes.
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I.3.1.- Efecto del estrés sobre la incidencia de enfermedades 
infecciosas.
Clinicamente se ha observado que los factores psicosociales 
modifican la resistencia a las enfermedades. Adicionalmente a estas 
observaciones, existen una cantidad de datos que soportan la hipôtesis 
de que los factores emocionales influyen en el desarrollo de las 
enfermedades infecciosas. Rasmussen (24) demostrô que el estrés 
emocional inducido incrementaba la sensibilidad del huésped a 
infecciones virales, producidas por los virus Herpes simplex, 
Coxsackie, Poliomielitis, Polioma..., y que se mahifestaba por el 
incremento de la mortalidad y el decrecimiento del tiempo de 
supervivencia. El estrés fisico también incrementaba la 
susceptibilidad de ratones al Herpes simplex y al virus de la 
Estomatitis vesiculosa (25).
Otros factores como el hacinamiento en las jaulas aumentaba la 
susceptibilidad de los animales a ciertos parésitos como Plasmodium 
berquei. Trichinella spiralis y Microphallus pygmaeus y también 
reducian el tiempo de supervivencia de animales que padecian 
tuberculosis (26). Es de particular interés el caso de la gingivitis 
aguda, en la que la flora bacteriana de la boca se hace invasiva, con 
situaciones de estrés agudo. Otro caso anélogo es el del Herpes | 
simplex, un virus latente en las células hasta que es activado por 
distintos factores como estrés, fiebre, luz ultraviolets o trauma 
emocional (25).
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El estrés puede tener un efecto diferente en el estado de salud, 
dependiendo de si ocurre antes o después de que el organismo haya sido 
invadido por el patôgeno. El estrés que ocurre antes de que el 
patôgeno entre en el cuerpo tiene un efecto de vacuna, mientras que el 
que ocurre después résulta en un incremento en la severidad de la 
enfermedad y élimina los efectos beneficiosos precedentes (27). 
Ademâs, el estrés agudo asociado con una infecciôn aguda induce en el 
huésped una menor resistencia a la enfermedad, pero cuando la 
exposiciôn al estrés y/o el proceso patolôgico es crônico, entonces el 
resultado de la infecciôn o su direcciôn es dificil de preveer (28).
Numerosos tipos de estrés han sido utilizados para demostrar el 
incremento de la susceptibilidad a las infecciones bajo condiciones de 
estrés. Sin embargo, hay excepciones a esta generalidad, variaciones 
en el huésped, agente y criterios utilizados que pueden afectar a esta 
conclusiôn anterior. La duraciôn del estrés y las especies diverses 
del huésped pueden causar incremento, decrecimiento o inalteraciôn en 
la susceptibilidad a la Poliomielitis (24).
Relacionado con esto, Plaut y Friedman (29) han descrito en una 
revisiôn sobre el tema, la gran variabilidad de respuestas (tanto en 
la incidencia como en la mortalidad) dependiendo de la naturaleza del 
agente infeccioso, la cantidad y calidad del estrés y factores 
ambientales y genêticos. Factores psicosociales influyen en la 
resistencia o susceptibilidad a enfermedades infecciosas como parte de 
la compleja respuesta del organismo a estimulos patogénicos.
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I.3.2.- Bfecto del estrés sobre la incidencia del càncer.
La existencia de relaciones entre el estrés o ciertos estados 
emocionales y el câncer ha sido seSalada desde los tiempos de Galeno, 
sin embargo el mecanismo por el que sus efectos podrian ser mediados 
ha permanecido desconocido hasta los actuales avances en 
psiconeuroinmunologia.
Factores internes y externes del huésped parecen jugar un papel 
importante en el desarrollo, curse e inicio de las enfermedades 
neoplàsicas, ya sean espontàneas, quimicas, por transplante de tumor o 
por virus tumorales (24, 30). Hay considerables evidencias
expérimentales de factores que tienen no sôlo una profunda influencia 
en el comportamiento y en la sensibilidad endocrina e inmunolôgica 
sino que influyen en el desarrollo del cincer.
Riley observé que la incidencia de distintos tumores mamarios 
murinos estaba afectada por agentes estresantes tan leves como los 
encontrados en el ambiente normal del animalario. Estos tumores, 
sensibles a esteroides y prolactina, eran inducidos por virus y en su 
desarrollo parecia desempe&ar un papel no muy claro el sisteroa inmune. 
En una revisiôn posterior este mismo autor concluia que en el 
desarrollo del crecimiento tumoral, el incremento se debia a una 
inmunosupresién y el decrecimiento del tumor a una inmunopotenciaciôn 
(31, 32).
Por otro lado, el uso de agentes estresantes disminuia la leucemia
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inducida por el virus de Rauscher (33), sin embargo la incidencia y el 
tamaKo de los tumores producidos por el virus del sarcoma murino (MSV) 
incrementaban cuando eran aplicadas condiciones de vida estresantes, 
choque eléctrico o inmovilizaciôn, tras la inyecciôn del virus. La 
mayoria de los animales que habian sufrido estrés, previamente a ser 
inyectados con las células tumorales, tenlan tumores en un estado màs 
regresivo que aquellos animales que habian recibido el estrés con 
posterioridad (34).
En aquellos diseKos expérimentales donde existia la posibilidad de 
control del agente estresante por el animal, el desarrollo del tumor 
era superior al del control en el estrés ineludible, mientras que era 
igual 0 incluso inferior en el estrés eludible (13, 35). Esto parece 
indicar que el animal con capacidad de contrôler o poner fin a un 
estlmulo nocivo no présenta el efecto negative tlpico del estrés, sino 
un efecto favorable. El estrés "per se" no era oncogénico, sino que la 
incapacidad de controlarlo podia llevar al desarrollo y proliferaciôn 
de las células tumorales.
Ante todos estos datos y tras una revisiôn bibliogràfica LaBarba 
(30) concluyô que los tumores expérimentales en animales podian estar 
influenciados por variables expérimentales y ambientales y depender de 
las distintas especies objeto de estudio.
A mediados de los aKos 80, Alan Justice (18) élaboré una revisiôn 
del efecto del estrés sobre la incidencia del càncer en animales de 
laboratorio, en la que explica que para predecir los efectos del
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estrés sobre el crecimiento de tumores inducidos se deben tener en 
cuenta dos aspectos: el momento de aplicaciôn del estrés, en relaciôn 
a la inducciôn del tumor y la naturaleza o tipo de tumor. Justice 
propone cuatro hipôtesis para explicar los patrones de crecimiento 
tumoral en respuesta al estrés, que constituyen la Teoria del Rebote, 
entendiéndose por rebote la respuesta fisiolôgica durante el tiempo 
que sigue a la exposiciôn al estrés:
- Hipôtesis inhibiciôn-estrés: el estrés administrado durante el 
tiempo de crecimiento tumoral retarda este crecimiento en 
tumores de origen no viral.
- Hipôtesis rebote-estrés: después de la terminaciôn del estrés,
hay una respuesta rebote que causa un crecimiento màs répido de 
los tumores no virales que en los animales no estresados.
- Hipôtesis facilitaciôn-inmune: los tumores virales crecen més 
ràpido durante la exposiciôn al estrés, debido a la 
inmunosupresiôn.
- Hipôtesis rebote-inmune: después de la finalizaciôn del estrés, 
hay una respuesta rebote inmunopotenciadora que inhibe el 
crecimiento de los tumores virales.





Asi pues, los tumores virales y no virales responden durante la 
aplicaciôn del estrés y en el rebote de forma opuesta. El crecimiento 
de los tumores virales parece mediado por el sistema inmune, una 
inmunosupresiôn en el estrés y una inmunopotenciaciôn en el rebote. 
Asi, el estrés anterior a la inyecciôn del patôgeno tiene un efecto 
vacuna o protector (27). El mediador para los tumores de origen no 
viral no estâ tan claro, la inhibiciôn del crecimiento durante la 
exposiciôn al estrés détermina la existencia de otros factores 
implicados, ademàs del sistema inmune (18).
Por ûltimo, no se ha considerado que la cronicidad del estrés "per 
se" sea un factor que afecte al crecimiento del tumor. El estrés 
crônico y agudo no tienen efectos cualitativamente diferentes en el 
crecimiento tumoral durante su aplicaciôn, simplemente el estrés 
crônico extenderia sus efectos y retrasaria el periodo de rebote (36).
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I.3.3.- Efecto del estrés sobre la incidencia de enfermedades 
alérgicas.
Factores de estrés y personalidad estàn muy relacionados con la 
incidencia de enfermedades alérgicas como la dermatitis de contacte. 
Se ha demostrado que la represiôn de grandes emociones (como por 
ejemplo, contener el llanto) esté muy unida a la apariciôn de 
urticarias (26).
Existe una amplia bibliografia sobre los aspectos psicosociales y 
psicofisiolôgicos en el asma bronquial. Ya desde hace mucho tiempo se 
considéra asociado a conflictos familiares, estados de dependencia y 
estimulaciôn emocional elevada; tanto estados placenteros como 
desagradables, como cèlera y ansiedad, contribuyen al comienzo del 
ataque. Aslmismo, la rinitis y la fiebre del heno pueden ser 
desencadenadas o exacerbadas por los acontecimientos estresantes. La 
presencia de polen no conseguia provocar sintomas en un sujeto con 
fiebre del heno, mientras que la combinaciôn de polen y situaciones 
estresantes podla provocar ataques de asma. Ademés, los altos niveles 
de Inmunoglubulina E, présentes en pacientes asmâticos, podian ser 
conseguidos en animales de laboratorio tras la aplicaciôn del estrés 
(23, 26). También experimentalmente, se ha comprobado que el estrés 
reduce la severidad de choque anafilàctico létal (26).
Finalmente se ha postulado que la alergia puede resultar de una 
inhibiciôn de las células T supresoras, que normalmente actuarian como
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amortiguador de la producciôn de anticuerpos. Los estresante actuarian 
reprimiendo la actividad de las células T y aumentando la respuesta de 
anticuerpos (26).
-22-
I.3.4.- Efecto del estrés sobre la incidencia de enfermedades 
autoinmunes.
La influencia de factores emocionales y estresantes sobre el
inicio y el desarrollo de las enfermedades autoinmunes, y en
particular la artritis reumatoide sistémica (LES), ha sido revisada
por Solomon y Amkraut (26). Estos autores observaban que en ratas con
artritis, el estrés no sôlo aceleraba el progreso de la enfermedad
sino que también interferla en la recuperaciôn. El inicio de esta
enfermedad sigue a menudo a un periodo de estrés o a la interrupciôn
de la capacidad de mantener unos patrones previos de defensa y 
«
adaptaciôn por el individuo.
También han sido estudiados estos factores en la iniciaciôn de 
otras enfermedades autoinmunes como la esclerosis mûltiple. Lupus 
eritematosus, enfermedad de Graves, colitis ulcerosa... La ràpida 
progrèsiôn de las enfermedades, el grado de incapacidad y la falta de 
respuesta a un tratamiento pueden estar relacionadas con la falta de 
defenses psicolôgicas, ansiedad y depresiôn. Asi, problèmes de 
finanzas, matrimonio o interrelaciôn precedian al desarrollo de la 
esclerosis mûltiple. Otros desôrdenes con componentes autoinmunes, 
como la enfermedad de Graves o la colitis ulcerosa, estàn también 
influidos por componentes estresantes (26).
Basàndose en todos estos hechos, se ha desarrollado una hipôtesis 
que propone la existencia de una predisposiciôn genética en las 
enfermedades autoinmunes, sôlo los individuos con conflictos
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emqcionales, estrés y falta de defensas psicolôgicas desarrollarian la 
enfermedad (23, 26). Parece, pues, que el estudio de la personalidad
de pacientes con enfermedades • autoinmunes puede faciliter la 
comprensiôn de las complejas variables envueltas en la producciôn de 
una enfermedad.
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1.3:5.- Efecto del estrés sobre el sistema inmune.
Estudios clinicos y epidemiolôgicos han puesto de manifiesto que 
situaciones descritas como estresantes pueden tener una gran variedad 
de consecuencias médicas. Algunas de éstas, son situaciones curiosas 
como la muerte del cônyuge, la pérdida del empleo, la emigraciôn, los 
trabajos arriesgados (por ejemplo, aviadores o paracaidistas), 
estudiantes en exàmenes finales..., que no producen, por si roismas, 
efectos perniciosos en la salud, pero si incrementan la probabilidad 
de apariciôn de enfermedades (37).
Quizàs los efectos del estrés en enfermedades infecciosas y 
neoplasias puedan ser debidos a la alteraciôn de mécanismes de 
respuesta humoral y celular (38). Ciertos cànceres y enfermedades 
autoinmunes, como la artritis reumatoide, son causados por una 
disfunciôn en las regulaciones inmunes.
El estrés afecta marcadamente al sistema inmune, activàndolo o 
deprimiéndolo. Esta aparente contradicciôn es probablemente debida a 
una multiplicidad de factores que incluyen especie y tipo de animal, 
sexo y edad de los sujetos investigados, la cantidad y la calidad de 
los agentes estresantes empleados, los componentes particulares del 
sistema inmune estudiados y los tiempos de sacrificio de los animales 
durante la exposiciôn al estrés. Todos estos factores, solos o en 
combinaciôn, afectan al sistema inmune y proporcionan unos resultados 
dificiles de interpreter.
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Durante el estrés se produce una depresiôn de la inmunidad humoral 
y celular, caracterizada por una involuciôn del timo y el bazo, una 
marcada leucocitopenia y una reducciôn de la capacidad de respuesta 
celular (38). Sin embargo, no todos los tipos de leucocitos disminuyen 
en numéro, ûnicamente lo hacen los linfocitos, mientras que los 
neutrôfilos y los linfocitos granulares aumentan y el nûmero de 
monocitos permanece inalterado (39). Estos resultados parecen indicar 
que los componentes individuales del sistema inmune y sus actividades 
son selectivamente afectadas por el estrés y que ademàs estas 
alteraciones no sôlo ocurren durante el estrés, también pueden ser 
aparentes tras la finalizaciôn de dicho periodo.
Numerosos estudios han puesto de manifiesto una intima relaciôn 
entre estrés y sistema inmune, asociada con alteraciones de los 
mecanismos inmunes como la reducciôn de la citotoxicidad mediada por 
linfocitos, reducciôn del nûmero de anticuerpos circulantes, retraso 
del rechazo a injertos, supresiôn de las funciones de las células T 
auxiliares y supresoras, incremento en las funciones de las células 
B... Algunos de estos datos (23, 26, 28, 37-42), obtenidos en humanos
y animales de laboratorio se resumen en la Tabla 1.
Aunque estas alteraciones inmunes parecen explicar la mayor 
incidencia de ciertas enfermedades, otros factores como el aumento del 
flujo sanguineo, liberaciôn de endorfinas, prolactina o el aumento de 
hormonas adrenomedulares y adrenocorticales, todos los cuales tienen 
luqar durante el estrés, podrian estar implicados. Podemos pues 
concluir que una gran variedad de cambios bioquimicos, posiblemente
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relacionados con cambios en el sistema inmune ( 2 il, i itar Ir . in ;n
la modulaciôn de la inmunidad inducida por al a- -aa
inmune responde al estrés por variados cami nos ; ir' i’ .vin al
mantenimiento de la homeostasis y protecci-ai da ia • :;:a^  .ni.î \
facilitar el proceso de enfermedad.
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I.4.- MECANISMOS IMPLICADOS EN LA INMUNOMODULACION POR SL 33TRE3.
Existen considerables evidencias que demuestran i a r T: i . i aa enhr^ 
estrés y sistema inmune, pero la modulaciôn de la i.imunld , i per el 
estrés es compleja, pues incluye una gama de mecanismos i,.hibidores / 
potenciadores. Aunque durante estos ultimos anos se ha avinzado mucho 
en el estudio de este tema, los mecanismos mediadores especificos aun 
no han sido aclarados. Una gran variedad de factores pueden eatar 
implicados en las asociaciones entre estrés e inmunidad. El sistema 
endocrino, que es altamente sensible a situaciones estresantes, y la 
actividad neuroendocrina, a través del eje hipotélamo-pituitaria, 
pueden estar implicados en las alteraciones del sistema inmune 
inducidas por el estrés.
La secreciôn de corticosteroides ha sido considerada como el 
primer mecanismo modulador (4), pero mecanismos independientes de los 
corticosteroides también participan en la modulaciôn, pues una gran 
variedad de hormonas, bajo el control de la pituitaria, estàn 
asociadas a procesos inmunorreguladores (43). Las interacciones entre 
el sistema nervioso y el sistema inmune son muy amplias e incluyen 
hormonas, catecolaminas, otras monoaminas (por ejemplo, serotonina e 
histamina), neuropéptidos y opiàceos. La investigaciôn de todos estos 
procesos nos llevarà al entendimiento del estrés y la adaptaciôn en 
estados de salud y enfermedad.
Cuando tienen lugar estimulos adecuados, las desviaciones de las 
funciones del organisme producidas son compensadas por los mecanismos
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de control correspondientes. Sin embargo, si Los estimulos producen 
cambios que alteran la homeostasia del orqanismo, se ictivan 
mecanismos de alarma a través del sistema nervioso central, que ordena 
al organismo los cambios que se deben realizar. El sistema inmune es 
considerado como la mayor red integradora implicada en la adaptaciôn 
biolôgica y resultarâ afectado por estos cambios. Aslmismo, también el 
sistema endocrino resultarâ afectado, produciéndose cambios en gran 
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I.4.1.- Respuestas del sistema endocrino al estrés.
El estrés se caracteriza por un nûmero de cambios 
endocrinolôgicos, que no se limitan ûnicamente a la secreciôn de 
catecolaminas y esteroides adrenales, y que estàn regulados a través 
de las interacciones del eje hipotàlamo-pituitaria-adrenal-gonadal.
1.4.1.1.- Sistema nervioso simpàtico.
Uno de los primeros efectos del estrés sobre el organismo es la 
estimulaciôn del sistema nervioso simpàtico que prépara al organismo 
frente a la situaciôn de alarma. Tanto estimulos flsicos como 
psicolôgicos producen una liberaciôn de adrenaline y noradrenaline por 
la médula adrenal. Las ventajas de la producciôn de catecolaminas, en 
respuesta a los agentes estresantes, no estàn muy claras, pero sus 
principales consecuencias son: por un lado la aceleraciôn cardlaca y 
el aumento de la presiôn vascular y, por otro, el aumento de la 
lipolisis/l^fbjcôqenolisis y qluconeogénesis^  que preparan el sistema 
cardiovascular para una acciôn repentina y aumentan la producciôn de 
energia, respectivamente (44).
Con respecto a la secreciôn de catecolaminas, se ha observado que 
los niveles de adrenalina y noradrenalina son variables, dependiendo 
de los tipos concretos de estrés. Condiciones impredecibles producen 
aumentos de adrenalina, que reduce sus niveles cuando la situaciôn es 
controlada por el sujeto, sin embargo, la noradrenalina permanece
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elevada en este ûltimo caso (45). Durante el ejercicio, y dependiendo 
de la intensidad o duraciôn, se produce la secreciôn de ambas 
catecolaminas, pero la noradrenalina se présenta como mis sensible. El 
incremento de noradrenalina durante el ejercicio parece estar 
relacionado con cambios subjetivos, como el malestar percibido durante 
un trabajo flsico pesado (44).
Durante el estrés también se producen cambios en las catecolaminas 
cerebrales, incrementindose en algunas regiones del cerebro su 
catabolismo. Su efecto no era alterado por adrenalectomia, lo que 
sugeria que no estaba mediada por la acciôn de corticosteroides o 
catecolaminas (46).
1.4.1.2.- Pituitaria anterior.
La pituitaria anterior o adenohipôfisis segrega un nûmero 
importante de hormonas que estin afectadas bajo condiciones de estrés. 
Los cambios hormonales en la pituitaria anterior se centran 
fundamentalmente en los cinco puntos siguientes:
a) Eje pituitaria-adrenal.
La idea de que todo estlmulo nocivo résulta en la estimulaciôn del 
côrtex adrenal ha sido mantenida desde finales de la década de los 
cuarenta y bajo influencia de Selye (4). La secreciôn de 
glucocorticoides potencia la estimulaciôn del sistema nervioso
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simpàtico y restaura las réservas de carbohidratos, activando la 
gluconeogénesis hepâtica. Esta respuesta estâ mediada por la secreciôn 
de la hormona adenocorticotropa hipofisaria (ACTH), que tiene una 
acciôn movilizadora de grasas. Diferentes estudios en humanos han 
puesto de manifiesto la falta de importancia del mecanismo de 
retroinhibiciôn negative en el control de la activaciôn del eje 
pituitaria-adrenal, inducida por el estrés (47).
La intensidad del estlmulo (48) y factores como la ansiedad, 
tensiôn, exposiciôn aguda a frio, hipoglucemia inducida, actividad 
muscular... determinan la respuesta adrenocortical al estrés. La 
exacta importancia de esta liberaciôn de hormonas glucocorticoides no 
esté muy clara. Desde el punto de vista metabôlico, incrementan la 
razôn de la gluconeogénesis hepitica por un mecanismo, que de algûn 
modo, incrementa la respuesta de la ruta gluconeogénica al AMP ciclico 
(44).
La liberaciôn de ACTH esté acompafiada en ratas por la secreciôn de 
|3-Endorfina; ambos péptidos son cortados, presumiblemente por la 
acciôn del factor liberador de la corticotropina (CRF), de una 
molécula precursora de gran tamafio, la 3-Lipotropina (0-LPH) (49). La 
3-Endorfina, péptido opiàceo con potentes propiedades analgésicas en 
animales (50), estâ présente en el fluido cerebroespinal humano y estâ 
asociada con la analgesia producida en humanos por estimulaciôn 
eléctrica del cerebro. Asimismo, es producida como respuesta a la 
cirugia en el hombre.
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otras dos endorfinas, la alfa y la gamma, con actividad 
morfinomimética han sido identificadas como derivadas de la p-LPH 
(51). Todos estos péptidos opiàceos intervienen en procesos 
regulatorios del sistema inmune, funcionando como neuromoduladores. 
Asi, es probable que la estimulaciôn del eje pituitaria-adrenal esté 
asociada con la liberaciôn de péptidos opiàceos endôgenos, que tienen 
efectos bénéfices sobre el organismo estresado.
b) Hormona del crecimiento (GH).
Una gran variedad de situaciones que estimulan la secreciôn de 
ACTH provocan también la liberaciôn de la hormona del crecimiento, 
pero los mecanismos control para ambas hormonas son independientes. Se 
ha observado que la administraciôn del factor liberador de la 
corticotropina (CRP) sôlo estimulaba la secreciôn de ACTH, y era 
inefectivo en estimular la liberaciôn de GH, en el hombre. Por otro 
lado, hay pequeSas evidencias del papel de los péptidos opiàceos 
endôgenos en el control de la GH (52).
Se ha demostrado la liberaciôn de GH en respuesta a estimulos 
psicolôgicos, pero no es una respuesta inevitable a este tipo de 
agentes estresantes, ya que no aparece en todos los sujetos (53). La 
funciôn de la secreciôn de GH, en respuesta al estrés, no està clara, 
pero durante el ejercicio es probable que lleve a la movilizaciôn de 
llpidos desde las grasas y de réservas de glucosa, restringiendo la 
entrada de metabolites en el mûsculo y las células adiposas (52).
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c) Prolactina (PRL).
Varias formas de estrés (factores psicolôgicos,inmoviI 
cirugia, éter..) estimulan el incremento tipido de -RL e;i piesma, 
tanto en machos como en hembras. La importancia funcional le esta 
liberaciôn, en especial en el hombre, permanece oscura, pero a causa 
de su papel como hormona osmorreguladora en peces, se ha sugerido la 
existencia de esta misma funciôn en humanos. En altas dos is, la PRL 
tiene acciones metabôlicas similares a la GH, pero sus patrones de 
secreciôn durante situaciones estresantes son diferentes • M ). La 
regulaciôn de la secreciôn de PRL difiere de los niveles iniciales de 
la PRL plasmàtica en las diferentes condiciones fisiolôgicas y parece 
no depender exclusivamente del eje pituitaria adrenal, a través de la 
liberaciôn de corticosteroides (54).
d ) Gonadotropinas.
Existen pequeKas evidencias que sugieren que las gonadotropinas 
estàn afectadas por el estrés. Han sido demostradas significativas 
reducciones en los niveles de plasma de la hormona luteinizante (LH) y 
la hormona follculo estimulante (FSH) en los dlas siguientes a un 
proceso quirûrgico (55). El papel de estas hormonas en la respuesta 
inmediata al estrés no se conoce.
e) Tirotropina (TSH).
Estudios en animales sugieren que la hormona estimulante del
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tiroides (TSH) es inhibida por el estrés, probablemente iebido al 
efecto inhibitorio de los glucocorticoides sobre la oitui' t r a  y/o el 
hipotilamo. Este efecto supresivo de los glucocorhicoidea ira sido 
demostrado sobre la respuesta de TSH al factor liberador da la 
tirotropina (TRP), pero no estâ claro en situaciones de estrés en 
humanos (56).
Ademâs, un incremento, aunque pequefio, de TSH ha sido observado en 
sujetos sometidos a estrés psiquico, lo que sugiere que ciertos 
factores psicolôgicos pueden estimular la secreciôn de TSH (44).
1.4.1.3.- Pituitaria posterior.
El estrés quirûrgico produce un incremento de la vasopresina 
arginina (AVP), en humanos. Por otro lado, el ejercicio estimula la 
secreciôn de AVP, pero al igual que las catecolaminas, el cambio estâ 
relacionado con la intensidad y la duraciôn de éste. Bajo estas 
condiciones, su regulaciôn depende probablemente de la osmolaridad 
(57). Aunque sus efectos primarios son ejercidos sobre el rinôn y el 
sistema cardiovascular, aumentando la presiôn arterial, recientemente 
se ha sugerido que tiene efectos sobre la potenciaciôn de la 
consolidaciôn y recuperaciôn de la memoria (58).
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1.4.1.4.- Esteroides gonadales (Hormonas sexuales).
La aplicaciôn de diverses agentes estresantes provoca una 
disminuciôn de los niveles plasmâticos de los esteroides sexuales: 
estrôgenos, andrôgenos y progesterona (59). El efecto inhibitorio del 
estrés en la reproducciôn, es mediado al menos en parte por el efecto 
de los glucocorticoides en la pituitaria, actuando sobre la secreciôn 
de LH pero sin alterar la de FSH, cuando las concentraciones de 
glucocorticoides son fisiolôgicas (60). Por otro lado, el estrés 
prenatal modifica el comportamiento sexual de ratas machos y hembras, 
al alterar la razôn de adrenales a esteroides gonadales, durante los 
estados criticos de diferenciaciôn sexual (61).
El sistema inmune estâ regulado por los esteroides gonadales, y al 
mismo tiempo los niveles circulantes de estos esteroides pueden estar 
también afectados por la funciôn inmune. La hipôtesis de que los 
esteroides gonadales regulan la funciôn inmune estâ sustentada por las 
siguientes observaciones: a) dimorfismo sexual de la respuesta inmune,
b) alteraciôn de la respuesta inmune por gonadectomia y administraciôn 
de esteroides sexuales, c) alteraciôn de la respuesta inmune durante 
el embarazo, cuando aumentan estos esteroides y d) los ôrganos 
sensibles para la respuesta inmune contienen receptores especificos 
para los esteroides gonadales (52).
Todas estas interacciones parecen estar mediadas a través de un 
eje hipotâlamo-pituitaria-adrenal-timo, donde dos hormonas, la 
fracciôn 5 de la timosina y la timosina 04 parecen jugar un papel
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crucial, estimulando la liberaciôn de la hormona liberadora de la 
gonadotropina (GnRH) desde el hipotilamo (63). Observaciones hechas 
por diversos autores (64) apoyan la existencia de relaciones 
bidireccionales mediadas por hormonas entre el timo y el sistema 
reproductivo, asi por ejemplo, el tratamiento neonatal con estrôgenos 
altera los patrones de secreciôn de hormonas tlmicas, que llevan a la 
modificaciôn de la diferenciaciôn de timocitos y a un desbalance en la 
funciôn gonadal (Esquema 2).
Aunque los estrôgenos y andrôgenos pueden actuar como 
inmunoinhibidores e inmunoestimuladores, actûan principalmente 
supriraiendo el sistema inmune mediado por células, aunque no 
necesarlamente suprimen el mismo tipo de subpoblaciones linfoides. Los 
estrôgenos pueden ser estimuladores del sistema inmune humoral a 
través de la estimulaciôn de las células auxiliares e inhibiciôn de 
las supresoras. Los andrôgenos también pueden estimular la inmunidad 
humoral, posiblemente a través de su conversiôn a estrôgenos. La razôn 
de estrôgenos a andrôgenos podria determinar que las hormonas 
circulantes actuasen como inmunoestimuladoras o inmunoinhibidoras.
Observaciones como la reapariciôn del timo después de la 
orquidectomia, en ratas de edad avanzada y la inhibiciôn de esta 
regeneraciôn por implantes de testosterone; la atrofia provocada por 
estradiol y progesterona, asi como la depresiôn de la funciôn de las 
células T por estrôgenos, vienen a apoyar la idea de que los 
esteroides sexuales regulan la funciôn inmune, desempeKando un papel 
fundamental el eje hipotâlamo-pituitaria-gonadal-timo (65-67).
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I.4.1.5.- Efectos de los glucocorticoides sobre los procesos inmunes.
Los glucocorticoides han sido considerados como al primer
modulador de la inmunidad bajo condiciones de estrés. Tienen profundos 
y complejos efectos en la respuesta inmune, pero los mecanismos por 
los que inducen la inmunorregulaciôn no estin totalmente definidos, a 
pesar de los extensos estudios realizados en numerosos modelos
animales. La extrapolaciôn de resultados es compleja, ya que 
frecuentemente, los estudios "in vitro" han sido realizados con dosis 
suprafarmacolôqicas de glucocorticoides y los datos obtenidos en 
especies esteroide-sensibles, como la rata o el ratôn, no pueden
aplicarse de forma fiable en especies esteroide-resistentes, como el 
hombre. También ha sido encontrada diferente efectividad, segûn los 
glucocorticoides utilizados, apareciendo diferencias dentro de una 
misma especie por sexo, edad y tipo celular (28) e incluso por la fase 
del ciclo celular (68).
Tradicionalmente se ha asignado a los glucocorticoides la funciôn 
de conferir resistencia al estrés. Las teorias de Selye (4) postulaban 
los efectos regulatorios de los glucocorticoides en el estrés. 
Posteriormente, Ingle y otros investigadores (69, 70) encontraron
evidencias de que los glucocorticoides podian funcionar 
permisivamente, tolerando la expresiôn normal de ciertas respuestas al 
estrés. Estos efectos permisivos no requerian niveles incrementados de 
glucocorticoides para conferir la resistencia al estrés. 
Contrariamente al punto de vista tradicional de que los 
glucocorticoides potencian los mecanismos de defensa, resultados mis
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recientes, como el descubrimiento de la acci6n antiinflamatoria de los 
glucocorticoldes, apoyan la idea de supresi 6 n de I03 mecanisinos 
normales de defensa, mâs que la potenciaciôn. Actualmente, se aceptan 
las manifestaciones de las funciones fisiolôgicas de los 
glucocorticoides durante situaciones de estrés y, ademàs, la evidencia 
de que estas hormonas confieren proteccidn al organismo, en estas 
situaciones. Con respecto a esto, Munck y colaboradores (70) en una 
revisiôn del aKo 1984 proponen que el incremento producido en los 
niveles de glucocorticoides por el estrés protege no contra la fuente 
de éste en si misma, sino contra las reacciones normales del cuerpo al 
estrés, que podrlan llevar a la alteraciôn de la homeostasia (Esquema 
3).
La degeneraciôn del timo y otros organos linfoides, en respuesta 
al estrés, ha sido atribuida a la acciôn de las hormonas 
adrenocorticales liberadas durante este periodo, sin embargo existen 
datos que indican disminuciôn del peso del timo y bazo en animales 
adrenalectomizados y gonadectomizados, sujetos a estrés con respecto a 
animales operados no estresados (59). El sistema inmune también puede 
influir en la funciôn adrenal: la inyecciôn de sobrenadantes con
linfokinas causa un aumento de glucocorticoides circulantes, en 
ratones y humanos, y la adrainistraciôn de fracciôn 5 de timosina causa 
un incremento dosis-dependiente de la corticosterona (71). El efecto 
inmunosupresivo de los glucocorticoides puede ser contrarrestado por 
las hormonas timicas, bloqueando la uniôn del esteroide a su receptor, 
convirtiendo linfocitos esteroide-sensibles en esteroide-resistentes 
(72), pudiendo considerarse asl al timo como un érgano antiestrés.
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Los efectos de los glucocorticoides en el sistema inmune son muy 
variados, a continuaciôn vamos a exponer algunos de los mis 
significativos;
A nivel subcelulari Los efectos intracelulares estân mediados a 
través del receptor de los glucocorticoides. Los glucocorticoides se 
unen a un receptor citoplasmitico especlfico, el complejo activado se 
transloca al nûcleo, interactûa con el genoma en la modulaciôn de la 
expresiôn génica, produciéndose la transcripciôn del RNA mensajero y 
la sintesis de proteinas. La presencia de estos receptores especificos 
no garantiza la sensibilidad de la células a los glucocorticoides, 
pues se ha encontrado que llneas celulares resistentes a los 
glucocorticoides presentan altos niveles de receptores (73). Por otro 
lado, estudios sobre la capacidad "in vitro" de los corticosteroides 
de afectar diferencialmente la proliferaciôn de linfocitos, de 
distintos tipos celulares, sugieren que estas hormonas pueden regular 
la ruta de maduraciôn intratimica y, aunque la relevancia de la alta 
expresiôn de receptores en células precursoras intratimicas no esti 
Clara, la densidad de receptores puede considerarse como un marcador 
de diferenciaciôn para los linfocitos T (74). Sin embargo, no puede 
concluirse que parimetros relacionados con la densidad y la afinidad 
de uniôn sean importantes en las respuestas de las células a los 
glucocorticoides, ya que otros mecanismos subcelulares pueden 
intervenir en la inmunorregulaciôn, como la razôn del métabolisme del 
cortisol (diferente en células T y B, podria explicar la diferente
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sensibilidad de ambos tipos celulares) (75) o la concentraciôn del AMP 
ciclico (76) 0 alteraciones de membrana celular y nucleates (77).
A nivel celular: Diferentes observaciones sobre los efectos
liticos de los glucocorticoides han intentado explicar los mecanismos 
de regulaciôn inmune. La citolisis de los timocitos inmaduros, mediada 
por glucocorticoides a través de la degradaciôn del DNA, podria 
producirse por inducciôn de un proceso autolitlco en las propias 
células (78). Ademàs, timocitos tratados con dexametasona inducen unos 
productos de genes liticos con actividad nucleasa (79). En estudios 
"in vitro" Cidlowski (80) encontrô degradaciôn de RNA producida por 
dexametasona. También se producla degradaciôn proteica en células de 
bazo murinas tras administraciôn de glucocorticoides (81) y ratas 
tratadas con dexametasona presentaban degradaciôn de DNA (82). Otros 
datos como la lisis producida en el linfoma S-49 por glucocorticoides, 
a través de la mediaciôn de receptores, no es encontrada en otros 
linfomas y linfocitos normales, que presentan resistencia al efecto 
litico a pesar de tener receptores (83). Resultados obtenidos por 
otros autores (84) apoyan la teoria de lisis celular, pero 
independiente de los glucocorticoides y producida por grànulos 
formadores de canales, llamados perforinas. Finalmente, la 
desapariciôn de células corticales timicas por exposiciôn sistemàtica 
a glucocorticoides parece no depender de éstos pues persiste en 
animales adrenalectomizados (85), lo que viene a apoyar una 
explicaciôn màs compleja del mecanismo de involuciôn por el estrés.
Los glucocorticoides pueden mediar la liberaciôn de factures
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solubles, inhibiendo la producciôn "in vitro" de interleukina-2 (IL-2) 
(86), interleukina-1 (IL-1) e interferôn (IFN) (70, 87, 88). Ademàs 
suprimen la producciôn del activador del plasminôgeno en monocitos e 
inhiben la liberaciôn de histamina (70, 89). La modulaciôn de la
liberaciôn de mediadores solubles puede ser un mecanismo potencial 
importante en la inmunorregulaciôn.
Con respecto a la proliferaciôn, distintos autores (68, 70, 90)
han encontrado un efecto inhibitorio, mediado por la IL-2 a través de 
a inhibiciôn de la liberaciôn de àcido araquidônico y la liberaciôn 
de leukotrienos. La adiciôn de glucocorticoides a células de bazo 
murinas también deprimia la respuesta proliferativa (91). Las 
respuestas proliferativas de linfocitos a corticosteroides son muy 
variables, el tipo de cepa, sexo y la dosis empleada pueden influir en 
ellos. Dosis farmacolôgicas disminuian la estimulaciôn de linfocitos 
por mitôgenos (92), sin embargo eran requeridas dosis bajas para la 
proliferaciôn (71), mostrando asl un efecto diferente segûn la dosis. 
Sin embargo, la supresiôn, inducida por el estrés, de la estimulaciôn 
de linfocitos esplénicos y periféricos con agentes mitôticos como la 
fitohemaglutinina (PHA), persistia en ratas adrenalectomizadas (93). 
Asl, un mecanismo independiente de las glàndulas adrenales debe 
influir en la supresiôn la inmunidad, bien por disminuciôn de 
poblaciones T funcionales o redistribuciôn en tejidos linfoides.
La producciôn de anticuerpos contra antigenos timo dependientes e 
independientes resultaba afectada con la presencia de implantes de 
corticosterona (94). Ademàs, la disminuciôn en el titulo de
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anticuerpos contra eritrocitos de oveja también era observada en 
ausencia de càpsulas suprarrenales (95).
Los niveles de inmunoglobulinas G y À (IgG Y IgA) y en menor 
medida la inraunoglobulina M (IgM) disminuyen por los corticosteroides, 
mientras que los niveles de inmunoglobulina E (IgE) son aumentados. A 
estos efectos se suma la posible inducciôn de la maduraciôn "in vitro" 
de las células B a células productoras de anticuerpos (89).
Sobre otros tipos celulares, los glucocorticoides ejercen efectos 
diversos entre los que se pueden enumerar: inhibiciôn y potenciaciôn 
de la actividad NK, tanto "in vivo" como "in vitro" (68, 89);
inhibiciôn de la actividad fagocitaria de leucocitos humanos y 
supresiôn de la sensibilidad de macrôfagos al IFN y de la actividad 
humoral de éstos (87); retraso en el desarrollo de las células T 
supresoras, cuando eran adicionados previamente y sin efectos cuando 
la adiciôn era posterior (89); y actuaciôn sobre la funciôn de las 
células T auxiliares en aves (94).
Cambios en la miqraciôn de las células linfoides; El papel de los 
esteroides adrenales en la regulaciôn de la migraciôn de células
precursoras Jhemopoyéticas puede ser de importancia fisiolôgica. Esta 
migraciôn, medida como formaciôn de colonias endôgenas, disminuia con 
el estrés e incrementaba con la adrenalectomia, desde la médula ôsea a 
la sangre y de ahi al bazo (96). Parecia pues que el proceso estaba 
controlâdo en parte por el eje hipotàlamo-hipôfiso-adrenal. Otros 
datos indican que los corticosteroides deprimen la blastogénesis de
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las células precursoras, por lisis o alteraciones celulares (28).
La administraciôn "in vivo" de glucocorticoides résulta en un 
incremento de los neutrôfilos circulantes y dosis farmacolôgicas de 
corticosteroides, independientemente de la lisis celular, inhiben la 
migraciôn "in vitro" de linfocitos periféricos y esplénicos, 
resultando màs afectados los B que los T. El mecanismo de inhibiciôn 
puede envolver procesos moleculares o subcelulares, afectando a un 
receptor de superficie, la actividad esterasa, niveles de nucleôtidos 
ciclicos, inducciôn de ensamblaje de microtàbulos o actividad de 
microfilamentos (97).
Otros autores han apuntado que la redistribuciôn podria estar 
alterada por migraciôn de células de la circulaciôn a la médula ôsea o 
por una mayor liberaciôn de células desde el timo, explicàndose la 
existencia de poca cantidad de linfocitos en plasma, con altas 
concentraciones de glucocorticoides, como la adquisiciôn por parte de 
las células de una vida media muy corta (92, 98). El mecanismo que
induce la redistribuciôn no està bien clarificado, alteraciones en la 
configuraciôn molecular de la superficie de la membrana pueden 
resultar en cambios en los patrones de migraciôn (97). La 
redistribuciôn puede ser un mecanismo homeostàtico, en las respuestas 
inmunes normales y los cambios producidos por glucocorticoides pueden 
ser un mecanismo importante en el efecto inmunorregulador de estos 
agentes.
En resumen, estos fenômenos no parecen estar ûnicamente
“48“
relacionados con los esteroides adrenales (y también gonadales), ya 
que el estrés puede alterar componentes del sistema inmune en ausencia 
de estas hormonas (59).
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I.4.2.- Relaciones entre el sistema nervioso central y el sistema 
inmune.
Durante los ûltimos aSos se han realizado numerosos estudios que 
han puesto de manifiesto la existencia de una comunicaciôn 
bidireccional entre el sistema nervioso y el sistema inmune. Ambos 
sistemas desempeSan una funciôn similar en el mantenimiento de la 
homeostasis y la integridad del organismo con respecto al ambiente 
externo. Mientras que el sistema nervioso central està envuelto en el 
desarrollo de la funciôn inmune, este ûltimo es un mediador potencial 
de los fenômenos psicosomàticos.
Esta interacciôn entre los procesos neuroendocrinos e inmunes se 
basa en numerosos estudios y evidencias, algunas de las cuales 
resumimos a continuaciôn:
- Ambos sistemas estàn comunicados directamente a través de 
conexiones especlficas. El sistema nervioso autônomo tiene conexiones 
con el timo, esta inervaciôn podria ser necesaria para su desarrollo. 
Los nervios crecen hasta el momento, durante el desarrollo de la 
glàndula, que empiezan a llegar células T inmaduras. Experimentalmente 
se ha observado que el timo rudimentario de ratones desnudos présenta 
una inervaciôn anormal. El bazo, nôdulos linfàticos y la médula 
espinal presentan, también, inervaciones nerviosas. Es una inervaciôn 
précisa que generalmente finaliza en regiones ricas en células T, 
evitando las àreas que contienen células B en desarrollo. El camino 
por el que la inervaciôn afecta la funciôn inmune no se conoce muy
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bien, pero podria ayudar a regular el moviraiento celular en y a través 
de varios ôrganos inmunes. Podemos decir que, en un sent idc anatômico, 
hay un ambiente propicio para la regulaciôn neural directa del sistema 
inmune (99, 100).
- Las células inmunes poseen receptores de membrana que son 
capaces de responder a numerosas sustancias quimicas, conocidas como 
transmisores o moduladores de sefiales nerviosas. Asi, se han 
encontrado en timocitos y linfocitos receptores para hormonas 
controladas por el sistema nervioso central y neurotransmisores como 
acetilcolina, norepinefrina, péptidos opiàceos, somatotropina (STH)... 
Estos receptores son considerados como importantes para la
diferenciaciôn de los linfocitos y el control de su actividad. Ademàs,
estos agentes neuroactivos pueden alterar las funciones inmunes 
celulares, produciendo incremento o disminuciôn segûn el agente usado 
y la célula que responde. Por ejemplo, ACTH, a-Endorfina y encefalinas 
suprimen la producciôn "in vitro" de anticuerpos y ACTH es necesaria 
para la transformaciôn de timocitos en células inmunocompetentes (21, 
26, 28, 99, 100).
- La funciôn inmune puede ser alterada por tratamientos que 
destruyen àreas especlficas del cerebro. Las lesiones producidas en la 
regiôn anterior del hipotàlamo decrecen una gran variedad de
funciones, mientras que las lesiones en la amigdala o el hipocampo
producen un incremento en estas misraas funciones. Stein y 
colaboradores (38) encontraron que lesiones en el hipotàlamo basai 
anterior reducian la severidad de la respuesta anafilàctica en cobaya.
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ademàs de los titulos de anticuerpos y las respuestas de 
hipersensibilidad retardada. Los mecanismos inmunes pueden ser 
modificados por la interrupciôn de las rutas neuronales, aunque los 
cambios producidos en el nûmero y funciôn de las células de bazo, 
médula y timo pueden mediar también estas alteraciones. Finalmente, la 
estimulaciôn de nervios periféricos o del cerebro también pueden 
alterar la funciôn inmune (43, 99, 100).
- El sistema inmune también puede estimular al sistema nervioso. 
La estimulaciôn antigénica produce cambios eléctricos en el hipotàlamo 
con el incremento de las descargas neuronales. Asl, los ôrganos y 
células inmunes pueden tener la capacidad de influir en las 
actividades neuronales, siendo el cerebro informado de la invasiôn de 
antigenos extranos a través del sistema inmune (21, 99, 100).
- También se ha sugerido que los cambios en la actividad neuronal 
eran causados por productos solubles, llamados linfokinas, que eran 
liberadas por linfocitos activados. Estos productos incluyen algunos 
agentes como IFN, IL, ... que tienen efectos neuronales (99). Hall y 
Goldstein han propuesto para éstos la denominaciôn de 
inmunotransmisores, por analogia con los neurotransmisores, que 
transmiten sefiales nerviosas. Estos mismos autores han comunicado (71) 
que hormonas timicas, que son necesarias para la maduraciôn normal de 
las células T, tienen efectos en el cerebro. Ellos encontraron que la 
fracciôn 5 de la timosina actuaba a través del hipotàlamo y pituitaria 
incrementando la concentraciôn de corticosterona. Este resultado puede 
parecer contradictorio, considerando el efecto supresor en el sistema
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inmune que pueden tener los esteroides, pero estos autores proponen 
que es parte de la regulaciôn normal de las respuestas inmunes.
En un principio las timosinas podrlan protéger a la respuesta 
inmune de los efectos supresores de los esteroides, induciendo la 
maduraciôn de linfocitos (mucho menos susceptibles a los esteroides 
que las células inmaduras). Las timosinas, al aumentar los niveles de 
corticosterona, ayudarian a • la reducciôn o finalizaciôn de la 
respuesta inmune, una vez que el agente invasor estuviese bajo 
control. La acciôn supresiva de los esteroides prevendria, asi, la 
activaciôn de linfocitos maduros adicionales, mientras que los ya 
activados seguirian actuando (71).
- Alternativamente, el efecto del sistema inmune en el sistema 
nervioso puede ser mediado por neurotransmisores màs tipicos, 
neuromoduladores u hormonas, que pueden ser producidos por los 
linfocitos activados, como ACTH, péptidos opiàceos.. Algunas de estas 
hormonas pueden funcionar como linfokinas en la regulaciôn de otras 
linfokinas, asi la vasopresina y oxitocina reemplazan a la IL-2 en la 
producciôn de IPN-gamma, mientras que ACTH la suprime. fî-Endorfina y 
encefalina aumentan la mitogénesis y las rosetas en las células T (99, 
100).
Basândose en todos estos datas, enunciados anteriormente, Blalock 
(100) considéra que el sistema inmune puede servir como ôrgano 
sensorial para estimulos no reconocidos por el sistema clàsico 
sensorial. Considerando todas las interrelaciones entre sistema
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nervioso y sistema imune con receptores, linfokinas y péptidos 
endocrinos comunes se ha propuesto, dentro de una 16g ica base
bioquimica, que ambos sistemas comparten grupos similares de péptido 
sefial y receptores. El sistema inmune tiene receptores que reciben 
estimulos no cognitivos (bacterias, virus, antigenos..) que no son 
reconocidos por el sistema nervioso central. Esta informaciôn es 
transmitida al sistema endocrino, mediante hormonas producidas por 
linfocitos, produciéndose un cambio fisiolôgico. Por otro lado, el 
sistema nervioso central reconoce estimulos cognitivos, que resultan 
en una informaciôn hormonal, que tras ser reconocida por receptores 
linfoides, produce cambios inmunolôgicos. Los dos sistemas forman por 
tanto un circuito integrado, cuyo estudio nos puede llevar al
conocimiento de todos los procesos que envuelven a la enfermedad, la
salud y los fenômenos de estrés (21, 99, 100).
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I.4.3.” Proceso de migraciôn y diferenciaciôn de las células 
linfoides.
El mantenimiento de los correctes patrones de migraciôn y 
diferenciaciôn de las célula linfoides es de gran importancia para el 
desarrollo de la inmunocompetencia, por lo cual, la alteraciôn de 
estos patrones podria explicar algunos de los efectos que ejerce el 
estrés sobre el sistema inmune.
1.4.3.1.- Origen de las células linfoides.
Las células precursoras linfoides proceden inicialmente de los 
islotes mesodérmicos (del saco vitelino) y del higado fetal durante la 
embriogénesis y de la médula ôsea después del periodo neonatal 
(101-103). Las células precursoras multipotentes migran hacia un 
ôrgano linfoide primario, el timo en el caso de las células T y la 
médula ôsea (en mamiferos) o la boisa de Fabricio (en aves), en el 
caso de las células B (101). (Esquema 4).
Las primeras células llegan al timo cuando aùn no està 
vascularizado, por lo que deben atravesar el mesénquima tlmico y 
finalmente invaden la membrana timica hasta su inserciôn entre las 
células epiteliales. Con posterioridad, y después de la 
vascularizaciôn, prosigue la entrada de linfocitos en nûmero 
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Esta migraciôn de células, capaces de expresar marcadores de 
células T (104), ha sido demostrada por la capacidad de una 
subpoblaciôn de células de médula ôsea de repoblar el timo de un 
huésped irradiado, detectado mediante marcadores cromosômicos y 
fluorescencia (103). También, una poblaciôn murina de médula ôsea 
raigraba "in vitro" trente a sobrenadantes producidos por timo neonatal 
0 células epiteliales timicas en cuîtivo (105).
La migraciôn es una respuesta quimiotéctica especlfica a factures 
producidos por células epiteliales timicas y, a partir de una segunda 
oleada celular, por timocitos residentes en la glàndula, que generan 
una segunda sefial complementaria a la del epitelio (106-109).
En el feto, los factures tlmicos pueden funcionar como una 
molécula mensajera retroinhibidora que induce algunos tipos de células 
y mantiene o suprime otros, en ôrganos productores de células que 
entran en un procesamiento intratlmico u ôrganos receptores de células 
ya procesadas (110). Algunos factures tlmicos conocidos como la 
timulina, el factor tlmico sérico (FTS) o la timopoyetina (TP-5) no 
mostraban actividad quimiotéctica en ensayos de migraciôn "in vivo" e 
"in vitro" (105).
Muchos de los factures o péptidos quimiotàcticos, aunque la gran 
mayoria no han sido identificados, parecen ejercer una funciôn dual, 
controlando la migraciôn orientada e induciendo comportamientos 
invasivos transitorios. Recientemente, Imhof y colaboradores (104) han 
obtenido un péptido quimiotàctico de epitelio tlmico, llamado
-57-
timotaxina, que induce la migraciôn de células hemopoyéticas de médula 
de rata, que eran capaces de expresar marcadores de células T, cuando 
entran en contacte con cultives embrionarios de timo. Otro factor, el 
TCP (factor quimiotàctico de linfocitos T) ha sido purificado a partir 
de medio condicionado de leucocitos mononucleares de sangre humana, 
estimulados con PHA; este factor mostraba similitud en la secuencia 
aminoterminal con una proteina activadora de neutrôfilos (NAP-1), que 
también era quimiotàctica para linfocitos T "in vitro" (111). Ademàs, 
parece que el timo puede afectar indirectamente la producciôn de 
células precursoras, a través de los factures humorales tlmicos que 
modulan la producciôn de factores estimulantes de colonias (112).
1.4.3.2.- La glàndula timica: un ôrgano linfoide primario.
El timo, que pertenece a la familia de las glàndulas endocrinas, 
ejerce su funciôn biolôgica al menos mediante dos mecanismos:
- proporcionando un microambiente en el que las células T 
precursoras de la médula ôsea maduren y se diferencien.
- secretando un nûmero de polipeptidos tlmicos que ha sido 
mostrado que estàn impiicados en la inducciôn de la maduraciôn
y diferenciaciôn, asl como la modulaciôn de las respuestas
inmunes de las células T (112).
El timo es una glàndula que, en el hombre, està formada por dos
lôbulos y que se encuentra situada en la parte anterior del tôrax.
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inraediatamente bajo el esternôn y cuya funciôn ha sido una incôgnita 
 ^durante muchos afios. El estudio del papel del timo en el desarrollo 
del sistema inmune es una de las bases en las que se asienta la 
inmunologla moderna. El timo es el lugar principal de generaciôn 
linfoide, y détermina, en parte, los patrones especificos de respuesta 
de las células T. La mayor parte de estas células linfoides mueren en 
el timo y sôlo una pequefia porciôn es exportada a la periferia (113).
Factures como la raza, el sexo y edad de los animales influyen en 
el peso del timo y el nûmero de células de éste (112). El timo esti 
muy desarrollado en un animal joven, crece desde el nacimiento hasta 
la pubertad. En el ratôn, su peso varia entre el 0.5% y 1% al inicio 
del periodo neonatal. En el hombre va aumentando de tamafio, en 
relaciôn al crecimiento general, hasta los 8-10 afios, a partir de 
entonces la glàndula se retrasa y empieza a atrofiarse lentamente. 
Estas alteraciones de tamafio con la edad van acompafiadas de 
alteraciones histolôgicas. En su estado màs desarrollado el timo està 
constituido por una càpsula de tejido conectivo y una porciôn cortical 
y otra medular, constituidas por linfocitos y células epiteliales y 
unas estructuras de caracteristicas ûnicas, los corpûsculos de 
Hassall. Ademàs de la disminuciôn constante del peso, se produce una 
disminuciôn de la relaciôn corteza-médula, una disminuciôn de los 
corpûsculos de Hassall, pérdida del parénquima timico y apariciôn de 
grasa. Todas estas alteraciones se conocen como involuciôn por la edad 
(114). También se produce involuciôn timica durante los estados de 
gestaciôn, que continùa durante la lactancia (115).
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Muchos casos de enfermedades producen una involuciôn timica 
caracterizada por la pérdida de peso, este proceso es conocido como 
involuciôn timica por estrés y da lugar, también a cambios 
histolôgicos, con un aumento de formas quisticas en los corpûsculos de 
Hassall, apariciôn de agregados epiteliales en la médula timica, 
pérdida de corteza timica y apariciôn de células cebadas. El timo es 
uno de los ôrganos que màs sufre los efectos del estrés; infecciones 
agudas, lesiones, irradiaciôn... provocan una disminuciôn del volumen 
timico y, por tanto, una atrofia por estrés (116).
1.4.3.3.- Diferenciaciôn intratimica de linfocitos.
El timo es el lugar de diferenciaciôn primario para los linfocitos 
T y, ademàs, juega un papel critico en la generaciôn de las células T 
inmunocompetentes. El microambiente timico desempefia un papel crucial 
en la diferenciaciôn de las células precursoras en células T; para 
esta maduraciôn son necesarias interacciones directes célula a célula, 
especialmente entre linfocitos y células epiteliales (85). Asi se ha 
demostrado recientemente que los timocitos humanos se unen a células 
epiteliales timicas "in vitro" y que estas mismas células epiteliales 
pueden funcionar como accesorias para la activaciôn de timocitos 
maduros (117).
Los protimocitos, que entran en el timo, experimentan una 
selecciôn clonal, expansiôn y maduraciôn. La regiôn cortical, que
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contïene los timocitos inmaduros proliférantes, es el lugar màs activo 
para la linfopoyesis del organismo, que parece tener lugar de forma 
continua y sin estimulaciôn antigénica. El estimulo procédé 
probablemente del mismo timo, sin depender de influencias externas o 
mecanismos de autorregulaciôn (118), con respecto a esto, evidencias 
de la estimulaciôn de la linfopoyesis por células epiteliales timicas 
fueron detectadas ya en 1956 por Grégoire y Duchateau (119).
En el proceso de proliferaciôn las células son seleccionadas para 
la madurez inmunolôgica o la muerte. Se ha observado que los 
linfoblastos reemplazan el 25%.de los timocitos por dla> pero sôlo el 
1% de las células es exportado por el timo. Metcalf (120) ya comentaba 
que el 95% de los timocitos eran destruidos "in situ". Estos 
linfoblastos, retirados de la ruta de maduraciôn, mueren gradualmente, 
permaneciendo en la fase Go o Gi en el timo, hasta très dias después 
de la ûltima divisiôn de los precursores blàsticos. Se ha observado 
que aunque células corticales son lisadas por exposiciôn sistemàtica a 
glucocorticoides, su muerte no depende de los esteroides, pues 
continua màs o menos programada en animales adrenalectomizados (85, 
121). La muerte programada envuelve un grupo de alteraciones 
enzimàticas, controladas en algunos casos por el nivel incrementado de 
sintesis "de novo" de proteinas (por ejemplo, la desoxinucleotidil 
transferasa terminal o TdT) (85).
La presencia de una involuciôn timica prolongada (provocada por 
una situaciôn de estrés crônico, por ejemplo) es achacada a la 
inhibiciôn de esta mitosis linfocitaria o a una disminuciôn en el
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nûmero de células repobladoras del timo a partir de la médula ôsea 
(122).
El criterio de maduraciôn timica se basa en la apariciôn o 
desapariciôn de marcadores de diferenciaciôn fenotipicos pero también 
en la actividad funcional en respuesta a mezclas de linfocitos y 
generaciôn de células T citotôxicas. La diferenciaciôn timica envuelve 
la reordenaciôn de genes que codifican los receptores antigénicos 
(TCR), capaces de interactuar con el antigeno, y la expresiôn de un 
grupo de proteinas de superficie de las células T, que dividen estas 
células maduras en las que suprimen y en las que potencian la 
producciôn de anticuerpos. Después de la reordenaciôn de los genes de 
receptores, las células T estàn sujetas a mecanismos selectivos en el 
timo que llevan a la supervivencia de células capaces de responder 
(restricciôn) a antigenos extraKos y la muerte de las células que 
reconocen (tolerancia) a antigenos propios. Este reconocimiento clonal 
no depende de antigenos especificos, sino que envuelve la adquisiciôn 
de la restricciôn de reconocimiento de antigenos, en asociaciôn con 
productos particulares del complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC). Después de esto, los linfocitos T migran a través de la sangre 
periférica a otros tejidos y permanecen quiescentes hasta que 
contactan con sus antigenos afines. La iniciaciôn de sus funciones 
inmunolôgicas comienza con la interacciôn del receptor antigénico con 
la combinaciôn del antigeno y molécules del complejo mayor de 
histocompatibilidad, en la superficie de las células presentadoras de 
antigenos (123).
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Pero en los procesos de maduraciôn, ademàs de las interacciones de 
linfocitos y células estromales, también factores solubles extraldos 
del timo poseen capacidad de promocionar o regular la diferenciaciôn y 
maduraciôn de la células pre-T en la médula y células inmaduras en el 
côrtex. Ensayos "in vitro" han indicado que los timocitos inmaduros 
eran incapaces de expresar el marcador Thy-1, bajo la influencia 
inductiva de la fracciôn 5 de la timosina, timosina a^, factor timico 
sérico (FTS) y timopoyetina (124, 125). Asi pues, los factores
humorales, alguno de los cuales estàn claramente modulados por el 
estrés, pueden modificar este medio interno y alterar los patrones 
normales de diferenciaciôn (28). Se ha observado que el patrôn 
alterado de la secreciôn de hormonas timicas, tras la exposiciôn 
neonatal a estrôgenos, puede llegar a modificar la diferenciaciôn de 
timocitos (64).
En resumen, la diferenciaciôn intratimica de los linfocitos se 
régula a través de factores solubles sistémicos, hormonas timicas 
epiteliales, IL-2 y mediante interacciones directes entre células T y 
células del estroma, modulados por receptores del MHC. Recientemente 
se ha caracterizado un complejo linfoepitelial denominado célula 
nodriza timica (thymie nurse cell), que refleja esta asociaciôn entre 
timocitos inmaduros y células epiteliales del côrtex (126). En 
humanos, las células nodrizas contienen linfocitos vivos en su 
citoplasma, y su situaciôn, prôxima a los vasos sanguineos, les 
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La mayor parte de las células maduras se encuentran localizadas en 
la médula timica, pero algunas células no necesitan entrai en la 
médula para finalizar su maduraciôn. (85). Ademàs de este papel en la 
diferenciaciôn, se considéra que la médula desempeKa funciones en el 
desarrollo de la memoria inmune (127). La maduraciôn funcional se 
compléta cuando las células T se unen al antigeno apropiado. 
Funcionalmente, la producciôn de IL-2 es una de las caracteristicas 
notorias de las células maduras.
1.4.3.4.- Recirculaciôn linfoide.
Los timocitos son liberados desde el ôrgano linfoide primario, 
experiraentando una maduraciôn adicional en tejidos linfoides 
secundarios, como bazo y nôdulos linfoides, donde adquieren una 
competencia inmune compléta para rechazar proliferaciones, neoplasias 
0 transplantes (98). Este proceso de exportaciôn celular no parece 
iniciarse hasta después del nacimiento, el timo continuarà creciendo 
hasta la pubertad, a partir de la cual involuciona, aunque en casos 
especiales puede movilizar células T. Esta poblaciôn de células 
emigrantes, ya definida en los aKos 60 por Weissman (128), posee 
marcadores fenotipicos y propiedades funcionales de las célula 
maduras. Tras abandonar los ôrganos linfoides centrales, cada 
poblaciôn linfocitaria se distribuye en àreas diferentes de ôrganos 
periféricos. Este proceso de segregaciôn se conoce como ecotaxis 
(homing).
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Las células maduras linfoides circulan continuamente desde la 
sangre a ôrganos linfoides y por via linfàtica de nuevo a la sangre; 
en esta recirculaciôn el bazo parece desempenar un papel fundamental 
(129). Aunque el tràfico de células maduras a la periferia està 
considerado como unidireccional, en ciertos casos los linfocitos 
periféricos pueden entrar nuevamente en el timo, como en el caso de 
células leucémicas, timo irradiado... Se encontrô que células de 
llneas de linfocitos T, activas funcionalmente, pueden emigrar de 
nuevo al timo y persistir alli, en estado quiescente hasta su nueva
activaciôn por antigenos. El timo està, asi, conectado con la
periferia por un doble flujo de linfocitos efectores; estas células 
que retornan al timo parecen ser inducidas a hacerlo en respuesta a
antigenos, estando relacionado con su estado linfoide, su capacidad de
mediar efectos inmunolôgicos especificos e incluso con una posible 
funciôn como memoria inmunolôgica (127, 130). El timo puede asi
regular el desarrollo del sistema de células T, no sôlo por la 
poblaciôn precursora producida que genera el sistema periférico sino 
regulando las poblaciones periféricas por medio de factores solubles 
circulantes (110).
1.4.3.5.- Antigenos de superficie y enzimas relacionadas con la 
diferenciaciôn de las células T.
Un timo funcional es un requerimiento esencial para la maduraciôn, 
proliferaciôn, desarrollo y expresiôn de la competencia inmunolôgica 
de los linfocitos T. Aunque no està muy claro como el timo ejerce su
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control sobre el desarrollo de las células T, un mecanismo hormonal 
puede ser uno de los componentes del mecanismo de control. Las células 
producidas por el timo difieren en su estado de diferenciaciôn, siendo 
una de las caracteristicas mâs destacadas de la ruta de diferencLacidn 
linfoide el cambio de receptores de superficie, pero también en su 
actividad funcional en respuesta a mezclas de linfocitos y generaciôn 
de células T citotôxicas. Las hormonas timicas ejercen un efecto en la 
expresiôn de estos marcadores de superficie y en las funciones de las 
células T (112).
El timo esté subdividido en dos grandes compartimentos, cortical y 
medular. La diferente localizaciân histolôgica ha sido utilizada para 
la clasificaciôn de las distintas subpoblaciones linfoides. Los 
timocitos corticales (85-90% de timocitos totales) son frecuentemente 
pequeKos y se consideran una subpoblaciôn inmadura frente a los 
timocitos medulares (10-15% del total), frecuentemente de mayor tamaRo 
y considerados como una subpoblaciôn de timocitos maduros. Ambas 
subpoblaciones difieren en una serie de antigenos expresados en su 
superficie y en sus funciones inmunolôgicas, ya que los medulares 
contienen subpoblaciones funcionales como células T citotôxicas o 
auxiliares, y capaces de producir linfokinas tras estimulaciôn (113, 
131). La médula contiene la mayor parte de las células con fenotipo 
maduro, pero sin embargo, en el côrtex aparecen células con fenotipos 
distintos, y algunas de las cuales no pueden considerarse inmaduras. 
Es probable que el flujo de diferenciaciôn propuesto de 
côrtex-médula-periferia no sea siempre asl, pues hay evidencias de 
células que no necesitan entrar en la médula para su maduraciôn (85),
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parece pues que el proceso es màs complejo.
La resistencia a esteroides ha sido consLderada como un marcador 
de roadurez. Los timocitos corticales eran cortisona-sensibles (CST) y 
los medulares eran cortisona-resistentes (CRT). Sin embargo, datos 
obtenidos por Reichert y colaboradores (132) indicaban la existencia 
de linfocitos cortisona-resistentes en el côrtex y que, ademâs, eran 
maduros. Esto réfuta la hipôtesis de que los timocitos maduros 
fenotlpica y funcionalmente estân restringidos totalmente a la médula. 
El timo exporta también linfocitos maduros corticales, cuyo fenotipo 
MEL-14*! représenta la proporciôn mayor de timocitos emigrantes, asl 
pues côrtex y médula pueden contribuir al grupo eraigrante (132).
La uniôn a ciertas lectinas, especialmente a la aglutinina de 
cacahuète (PNA), que se fija a los residuos terminales de la 
D-galactosa de la membrana celular, ha sido usada como marcador de 
inmadurez para timocitos de rata y humanos. Los timocitos corticales o 
inmaduros pueden ser aglutinados por el PNA, mientras que los 
timocitos medulares o maduros no (113). Recientemente, han sido 
identificadas dos glicoproteinas de superficie (170-180 y 110 Kd.) en 
timocitos inmaduros que son receptores para el PNA (133, 134). La 
densidad de estos receptores parece influir en la capacidad del PNA de 
unirse a un determinado tipo de timocitos y no a otro y la expresiôn 
de estos mismos parece depender del estado de activaciôn celular. 
Otras investigaciones realizadas sugieren que el contenido de 
receptores puede estar inversamente relacionado con el grado de 
maduraciôn inmunolôgica, ademàs, recientemente se ha observado
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experiraentalmente que el subtipo PNA", en el hombre, es heterogéneo y 
comprends tanto timocitos maduros como inmaduros (134).
En cuanto a la expresiôn de distintos antigenos, los timocitos 
inmaduros presentan una alta cantidad de Thy-1 y TL y una baja 
cantidad de H-2, en su superficie celular. En los timocitos maduros y 
periféricos, TL estâ ausente, Thy-1 se reduce y se incrementa la 
expresiôn de H-2. Ademâs, los timocitos inmaduros expresan 
simultâneamente Lyt-2 y L3T4, mientras que los maduros o periféricos 
expresan L3T4 ô Lyt-2, pero no ambos (28, 85, 131).
Ademâs de los antigenos, el proceso de maduraciôn de los 
linfocitos T va asociado a variaciones de los niveles de actividad de 
algunas enzimas. Estas actividades enzimâticas han sido usadas como 
marcadoras del grado de diferenciaciôn y, ademâs, como marcadoras de 
ciertas inmunopatologias, en las que presentan los niveles alterados 
(136). Asl, por ejemplo, deficiencias en adenosina desaminasa (ADA) o 
purina nucleôtido fosforilasa (PNP), que son dos enzimas secuenciales 
de la ruta degradativa de las purinas, resultan en inmunodeficiencias 
infantiles, lo que sugiere un papel de estas enzimas en la 
diferenciaciôn de linfocitos. Entre las enzimas mâs importantes se 
encuentran: la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT); las
enzimas del metabolismo de las glucidasas: N-acetil-3-glucosaminidasa
(NABG) y 3-glucuronidasa (BG); las enzimas del metabolismo purlnico: 
la adenosina desaminasa (ADA), la purina nucleôtido fosforilasa (PNP) 
y la 5'nucleotidasa (5'NT); y las serin esterasas (SE).
TdT estâ asociada a los estados iniciales de maduraciôn y su
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actividad decrece con ésta. ADA decrece marcadamente en el curso de la 
diferenciaciôn, mientras que PNP incrementa su actividad con la 
madurez. Los niveles de 5'NT alcanzan un mayor valor en los linfocitos 
periféricos. Las enzimas NABG y BG presentan una actividad que se 
incrementa con la madurez (136-138). Finalmente, las serin esterasas
presentan variados niveles de actividad en las distintas
subpoblaciones linfoides, presentando un incremento de actividad 
después de la estimulaciôn celular (139). Es conocido que el estrés 
modifica el recambio de algunas proteinas, asi como los niveles de 
actividad de diverses enzimas en algunos tejidos. Gagnon y 
colaboradores (140) encontraron un incremento de la actividad de 
algunos mensajeros, que codifican para proteinas miofibrilares, tras 
la aplicaciôn del estrés, este incremento de la sintesis proteica 
podia estar influenciado por cambios fisiolôgicos inducidos por los 
glucocorticoides o el estrés. Otros investigadores (141) observaron 
que otras proteinas, como la metalotioneina hepâtica, incrementaban su 
producciôn tras el estrés. Estos mismos autores (142) indicaron
posteriormente el papel de las catecolaminas en la regulaciôn de la 
(metalotioneina en situaciones de estrés y rechazaron un posible papel 
critico de los glucocorticoides y glucagôn. Sin embargo no se conoce 
si existen variaciones en la actividad de enzimas marcadoras de la 
maduraciôn y si este proceso tiene o no lugar en situaciones de 
estrés.
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I.4.3.6.- Àlteraciones de los patrones de migraciôn linfoide.
Las células linfoides se desplazan continuamente a bravés del 
organisme, en gradientes de sustancias quimiotâcticas (quimiotaxis), 
que orientan su trayectoria hacia el lugar de su producciôn (timo, 
focos antigénicos...). Esta migraciôn se realiza de dos maneras:
- Migzaciôn: recorrido direccional hacia los ôrganos linfoides y 
los tejidos efectores extralinfoides. El timo estâ abierto a un 
trâfico bidireccional con los tejidos especlficos, asi 
linfocitos T actives pueden migrar hacia el timo y permanecer 
latentes hasta ser nuevamente activados. La migraciôn de células 
precursoras es de gran importancia en la respuesta inmune y en 
la repoblaciôn del timo y ôrganos periféricos tras irradiaciôn.
- Recirculaciôn: patrullaje continuo por los distintos tejidos, en 
su mayoria son células T de memoria, células B, células NK...
La disminuciôn en el nûmero de células linfoides, que acompaSa a 
la involuciôn timica durante situaciones de estrés, ha sido 
frecuentemente achacada a la toxicidad inducida por los 
corticosteroides o a cambios en los patrones de migraciôn. La 
posibilidad de que esta involuciôn se deba a interacciones entre 
células y factures humorales, o que los factures humorales provoquen 
cambios en los patrones de migraciôn estâ aûn por dilucidar. Sin 
embargo, existen numerosos datos que indican cambios en los patrones 
de migraciôn por una u otra causa (96-98, 143-147). Es conocido que
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las células de médula ôsea de ratones estresados por transporte no 
respondian frente a factures quimioticticos, aunque presentaban una 
recuperaciôn después de dos o très dias (104).
Los mismos linfocitos de rata son capaces de producir mediadores 
solubles que alteran los patrones de migraciôn de otros linfocitos. 
McFadden y Vickers (147) encontraron que células de bazo estirauladas 
liberaban diversas linfokinas que alteraban la migraciôn linfoide en 
rata, dos de ellas han sido identificadas, por estos mismos autores, 
encontrândose su actividad inhibidora y su capacidad de alterar 
también la migraciôn de células mononucleares. La acciôn de estas 
linfokinas parecia requérir la presencia de actividad esterasa en la 
supeficie de las células esplénicas.
Los esteroides adrenales podrian desempeftar un papel importante en 
la migraciôn linfoide, ya que el contenido de células precursoras 
decrece en la médula ôsea tras la adrenalectomia e incrementa en la 
periferia y bazo. La formaciôn de colonias endôgenas decrecia por 
estrés o administraciôn de esteroides e incrementaba por 
adrenalectomia. Estos resultados pueden ser debidos al efecto de los 
ôrganos adrenales en la migraciôn de las células precursoras y asi, la 
razôn de migraciôn podria estar controlada, al menus en parte, por el 
sistema hipôfiso-adrenal. La formaciôn de colonias endôgenas en ratôn 
irradiado estâ suprimida por estrés, ACTH, o dexametasona, lo cual 
apoya la hipôtesis anterior (96). También es conocido que la 
hidrocortisona, independientemente de la lisis celular, inhibe la 
migraciôn de linfocitos T periféricos humanos y T esplénicos de ratôn.
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aunque también las células B murinas eran sensibles a la inhibiciôn 
(97). El mecanismo de inhibiciôn de la migraciôn de linfocitos podria 
envolver algûn proceso molecular o subcelular esencial para la
migraciôn (como receptores de superficie, actividad esterasa, niveles 
de nucleôtidos ciclicos, ensamblaje de microtûbulos o actividad de 
microfilamentos) (97).
Otros datos expérimentales (98) apoyan la existencia de una 
liberaciôn de células del timo a la circulaciôn y aunque en
circulaciôn aparecen pocos linfocitos, se explicaria por la 
adquisiciôn por éstos de una vida media corta, por exposiciôn a 
esteroides. En algunas situaciones especiales, como el embarazo y el 
postparto, se produce una involuciôn timica y un significative 
incremento del nûmero de células T periféricas que podria estar 
relacionado con la migraciôn de células desde el timo a los ôrganos 
periféricos, especialmente al bazo (144). En otras situaciones, como 
infecciones bacterianas, timomas, tratamientos quimicos..., las 
células migrantes eran funcionalmente inmaduras y su migraciôn estaba 
relacionada con una disminuciôn de los niveles de prostaglandinas. 
Aunque durante el embarazo no se observa una disminuciôn de 
prostaglandinas, otros mecanismos como los elevados niveles de
estrôgenos y corticosteroides, podrian contrôler la movilizaciôn de 
las células linfoides. Ademâs, las células migrantes durante el 
postparto presentaban capacidad de suprimir la Ig del suero y tenian 
caracterIsticas de células T supresoras o células auxiliares (145). 
Las células T emigrantes durante el postparto podrian desempefiar su 
funciôn en el mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune
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materno durante el periodo comprendido entre el embarazo y el 
postparto.
Finalmente, expérimentes realizados recientemente por Haar y 
colaboradores (146) indican que las células de médula ôsea de ratones 
inmunodeficientes "viable raotheaten", que se caracterizan por una 
involuciôn timica prematura, presentan una mu y disminuida capacidad de 
migrar en repuesta a sobrenadantes timicos normales. Asi pues, la 
involuciôn timica prematura de estos ratones estâ relacionada con la 
incapacidad de sus células de responder a sefiales timicas, ya que el 
timo mutante era capaz de atraer y ser repoblado por células de médula 
de douantes normales.
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I.5.- OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.
Los mecanismos moleculares . responsables del proceso de 
capacitaciôn inmunolôgica de los linfocitos T y la funciôn de la 
glândula timica y sus hormonas en la maduraciôn linfoide han sido 
objeto de estudio desde hace varios afios por nuestro laboratorio. Las 
situaciones estresantes ejercen profundos efectos en la respuesta 
inmune y aunque la modulaciôn de la inmunidad por el estrés parece un 
fenômeno complejo, que envuelve posiblemente mâs de un mecanismo, en 
este trabajo nos proponemos estudiar los efectos del estrés sobre los 
mecanismos de maduraciôn e inmunocapacitaciôn linfoide, asi como sobre 
la expresiôn de las distintas subpoblaciones de los linfocitos T, 
intentando conocer alguno de los procesos de inmunomodulaciôn bajo 
condiciones de estrés.
Para todo esto nos proponemos:
1.- Investigar los efectos de très diferentes agentes estresantes, 
sobre varios parâmetros en el ratôn C57BL/6 y estudiar la respuesta al 
estrés de subpoblaciones T del timo, determinando el tipo de 
subpoblaciones afectadas.
2.- Estudiar los mecanismos por los que el timo es inhibido por el 
estrés, buscando las condiciones ôptimas que permitan discernir si se 
trata de mortalidad celular o de efectos en los patrones de migraciôn.
. Determinar si los niveles de corticosteroides alcanzados durante
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■ el estrés, pueden producir mortalidad celular, a través de la 
degradaciôn del DNA, ya que es bien conocido que allas dosis de
\
corticosteroides exôgenos producen esta degradaciôn en 
timocitos.
. Comprobar si la presencia de câpsulas suprarrenales es 
fundamental en la involuciôn timica inducida por el estrés, 
estudiando también la influencia de la adrenalectomia en otros 
parâmetros utilizados como marcadores de estrés.
. Estudiar la influencia del estrés en la migraciôn de las células 
precusoras al timo, analizando el efecto de los factores 
quimiotàcticos timicos y su capacidad de inducir la migraciôn en 
ensayos "in vitro", intentando profundizar en los mecanismos por 
los cuales el timo es inhibido bajo situaciones de estrés.
3.- Determinar el efecto del estrés sobre la actividad de enzimas 
utilizadas como marcadoras bioquimicas de la maduraciôn de los 
linfocitos T y sobre la evoluciôn de estos marcadores enzimâticos en 
las subpoblaciones timicas , que se encuentran en distintos estados de 
maduraciôn.
Para la consecuciôn de estos objetivos se procederà de la forma 
siguiente:
1.- Se someterân ratones C57BL/6 a très tipos de agentes estresantes 
(inmovilizaciôn, frio y nataciôn forzada) durante un periodo de tiempo
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para conseguir un estrés crônico, manteniendo otros del mismo sexo y 
edad, como contrôles, bajo condiciones de mlnimo estrés.
2.- Tras su muerte por decapitaciôn se recogerâ la sangre para la 
determinaciôn de la concentraciôn de corticosterona en plasma por 
técnicas fluorimétricas, también se extraerin el timo, bazo y câpsulas 
suprarrenales, que serân pesados. Los timos serân posteriormente 
disgregados mecânicamente para obtener una suspension linfoide.
3.- Determinaciôn del nûmero de timocitos que componen las 
subpoblaciones madura e inmadura del timo mediante aglutinaciôn 
selectiva con lectina de cacahuète y conteo en hemocitômetro.
4.- Extracciôn de DNA de alto peso molecular y anâlisis posterior 
mediante electroforesis en geles de agarosa de timocitos de ratones 
sometidos a distintos periodos de estrés, tanto agudo como crônico, y 
contrôles con el fin de determinar si los niveles de corticosteroides 
inducidos por el estrés son suficientes para producir degradaciôn del 
DNA.
5.- Se realizarân adrenalectomies en ratones C57BL/6 que 
posteriormente serân sometidos a estrés de inmovilizaciôn o mantenidos 
en condiciones no estresantes.
6.- Tras el sacrificio por decapitaciôn, se procederà de la forma ya 
especificada en los puntos 2 y 3, para observer los efectos del estrés 
en ausencia de glândulas adrenales.
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7.- Para determinar los efectos del estrés sobre la migraciôn linfoide 
de la médula ôsea al timo, se realizarân ensayos de migraciôn "in 
vitro" en câmaras Nuclepore donde se enfrentarân células 
linfopoyéticas con factores quimiotàcticos timicos procedentes de
sobrenadantes de cultivos timicos de neonatos y ratones adultos
jôvenes, estresados y contrôles, estudiando la influencia que ejerce 
el estrés sobre los mecanismos de migraciôn, bien a través de su 
acciôn sobre los factores quimiotàcticos o sobre la capacidad de
reconocimiento de éstos por las células precursoras.
8.- Se obtendrân extractos celulares timicos para su posterior uso en 
la determinaciôn de la actividad de enzimas marcadoras de la 
maduraciôn de los linfocitos T. Se observarân los efectos del estrés




II.1.- ANIMALES DE EXPERIMENT AC ION.
En todos los experiraentos. se utilizaron ratones C57BL/6, 
procedentes del animalario de la Facultad de Biologia.
En los experimentos de estrés se utilizaron ratones machos de 35±2
dias de edad y 19±2 gramos de peso. También fueron utilizados ratones
neonatos para la obtenciôn de sobrenadantes timicos.
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II.2.- REACTIVOS ESPECIALES.
- Lectin from Arachis hvpoqaea (Peanut) (SIGMA CHEMICAL CO. USA).
- Corticosterone (SIGMA).
- Proteinase K (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH. GERMANY).
- RNase A (BOEHRINGER MANNHEIM).
- Agarose Seakem HGT (MARINE COLLOIDS DIV. EMC. CORPORATION).
- Lambda DNA / Hind III Fragments (BETHESDA RESEARCH 
LABORATORIES).
- Kit for 0-Glucuronidase (SIGMA).
- Kit for 5'-Nucleotidase (SIGMA).
- Test for N-Acetyl-0-D-Glucosaminidase (Colorimetric method) 
(BOEHRINGER MANNHEIM).
- Iscove's Modified Dulbecco's Medium (GIBCO. BRL).
- Trypan blue stain (GIBCO. BRL).
- Penicillin (10.000 lU/ml) - Streptomycin (10.000 UG/ml) sol. 
(GIBCO. BRL).
- Foetal Calf Serum (GIBCO. BRL).
Los demâs reactivos fueron todos de grado analitico y 
suministrados por SIGMA, MERCK, PROBUS y ANALEMA.
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II.3.- APARATOS.
Las marcas y modelos de aparatos utilizados en este trabajo de 
experimentaciôn son los siguientes:
- Balanzas analiticas electrônicas monoplato SARTORIUS modelos 
2442 y bàsico y SALTER electroscale modelo KE-1200A.
- Phmetros CRISON modelo digit-501 y microdigit-2001.
- Homogenizador de cuchillas SORVALL modelo Onmi-mixer 17220.
- Sonicador SONIFIER modelo B-12, Branson Sonic Power Company.
- Centrifuges KONTRON modelo Henmle Z-364 y SELECTA modelo 
Meditronic.
- Centrifuge refrigerada BECKMAN modelo J2-21 con rotores JA-20 y 
JA-14.
- Espectrofluorimetro SHIMADZO modelo RF-501.
- Espectrofotômetros UV/VIS PYE-UNICAM SP6-550 y BECKMAN DU-20.
- Alimentador de electroforesis ATOM modelo 502.
- Transiluminador ultravioleta ULTRAVIOLET PRODUCTS modelo C-62.
- Incubador de COz y estufa de cultivo SELECTA modelo 207.
- Campanas de flujo laminar TELSTAR modelo AV-lOO y PBI MINIFLO.
- Microscopio ôptico NIKON modelo SE e invertido WILOVERT.
- Câmara KONIKA modelo TC-X, con objetivo macro MEXANON AR-55mm. y 
filtro B-10 55E.
- Contenedor DEWAR para conservaciôn en Nz liguido.
- Bafios termostatados ATOM modelo T-tronic y SELECTA PRECISTERM 
modelo S140/141.
- Vôrtex ATOM modelo Atomixer.
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Agitadores SELECTA.
Câmaras quimiotâcticas de migraciôn (BLIND WELL CHAMBERS) 
NUCLEPORE modelo 440900 (Pleasanton).
Arcôn congelador de -80<>C KOXKA modelo UE 800.
Autoclave SELECTA modelo Autester S-437-G.
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Ill METODDS
III.l.- ESTERILIZACION DEL MATERIAL.
El material de trabajo utilizado ha sido esterilizado de la forma 
siguiente:
- El material de vidrio fue autoclavado a 121oc y 1.2 atmôsferas de 
presiôn, durante 20 minutos.
- El material de plâstico fue irradiado con luz ultravioleta 
durante 12 horas o sometido a très periodos de 7 minutos en un 
microondas.
- El material liguido fue filtrado por membranas Millipore con un 
tamaRo de poro de 0.45 y 0.22 )im.
En la preparaciôn de las distintas disoluciones se us6 agua 
desionizada, bidestilada y esterilizada en autoclave.
Las suspensiones y extractos celulares se manipularon en hielo o 
en cÂmara fria a 4<^ C de temperature. La câmara de flujo laminar fue 
utilizada en las manipulaciones que requerian esterilidad.
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III.2.- MANTENIMIENTO DE ANIMALES DE EXPERIMENTATION.
Los ratones C57BL/6 fueron mantenidos en jaulas Panlab modelo 
JC-1012 de 50 X 25 X 15 cm., bajo condiciones controladas de 
temperatura (22±10C) y ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas (luz de 
8.00 a 20.00), teniendo libre acceso a comida (dieta de mantenimiento 
IPM-R20 de LETICA) y agua.
A las cinco semanas de nacimiento, los machos fueron pesados y 
asignados al azar de 4-6 animales por jaula a los siguientes grupos 
expérimentales:
- (CD) Los animales control eran mantenidos en el animalario bajo 
minimas condiciones de estrés (148) durante el periodo
experimental.
- (CA) Contrôles adrenalectomizados, los ratones eran operados, 
las glândulas adrenales extraidas y mantenidos bajo minimas
condiciones de estrés hasta la finalizaciôn del periodo 
experimental.
- (FA) Falsamente adrenalectomizados, los ratones eran operados 
bajo anestesia con éter pero las câpsulas suprarrenales no eran 
extraidas.
- (IS) Animales estresados por inmovilizaciôn.
- (NS) Animales estresados por aplicaciôn de nataciôn forzada.
- (FS) Animales estresados por frio (-2Q0C).
- (lA) Animales adrenalectomizados y estresados por 
inmovilizaciôn, los animales eran adrenalectomizados
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bilateralmente y después de très dias de reposo se sometieron a 
estrés de inmovilizaciôn.
Los animales adrenalectomizados y estresados se mantuvieron 
separados de los animales control, procediéndose con ellos segûn lo 
especificado en los dos apartados siguientes.
Todos los animales fueron mantenidos en las condiciones 
recomendadas para este tipo de estudios (148). Ademâs, para los grupos 
adrenalectomizados el agua fue suplementada con una concentraciôn 
fisiolôgica de NaCl (0.15 M).
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III.3.- ADRENALECTOMIA.
La adrenalectomia y falsa adrenalectomia fueron realizadas entre 
las 10.00 y 12.00 a.m., siguiendo el método propuesto por H.B.
Waynforth (149).
El animal, previamente anestesiado por inhalaciôn con éter, fue 
colocado con la parte dorsal hacia arriba, realizândose una incisiôn 
de unos 2 cm. desde la décima vértebra toràcica hasta la segunda 
lumbar. La piel fue retirada hacia ambos lados y se efectuô una 
incisiôn lateral en la capa muscular. Se localizô la parte superior 
del rifiôn, donde se encuentra la câpsula suprarrenal, que fue retirada 
con unas pinzas. En la fotografia 1 se seKala la situaciôn de la 
càpsula suprarrenal. La incisiôn se cerrô con una aguja de sutura 
curva. La misma operaciôn fue efectuada en el otro lado.
Una vez terminada la operaciôn, el animal fue situado bajo una luz 
que lo mantiene caliente, contrarrestando asi el descenso de 
temperatura producido por la anestesia con éter.
Con los animales falsamente adrenalectomizados se procediô de 
igual forma, pero sin efectuarse la extracciôn de las câpsulas.
La ausencia de tejido adrenal fue confirmada por necropsia y 
mediciôn de los niveles de corticosterona en plasma.
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Fotografia nQ 1; R e g i o n  d o r s a l  de un r a t o n  C 5 7 B L / 6 .  La c a p s u l a
s u p r a r r e n a l  a p a r e c e  c o m o  un m a s a  p â l i d a  de 
t e j i d o  en la p a r t e  s u p e r i o r  del ri non y  e s t a  
i n d i c a d a  m e d i a n t e  u n a  f l é c h a .
III.4.- PROTOCOLOS DE ESTRES.
La aplicaciôn del agente estresante se realizô entre las 10.00 y 
las 12.00 a.m.
Se eligieron très tipos de agentes estresantes, ampliamente 
citados en la bibiografia y de fâcil aplicaciôn y reproducciôn en 
nuestro laboratorio: inmovilizaciôn, nataciôn forzada y frio.
Estrés de inmovilizaciôn (IS):
Los animales fueron inmovilizados, en posiciôn supina mediante la 
sujecciôn de las cuatro patas, a un tablero durante 90 minutos diarios 
y catorce dias ininterrumpidos.
Para los experimentos de anâlisis de DNA, se utilizaron dos tipos 
de estrés de inmovilizaciôn: un estrés crônico, anteriormente citado y 
con una duraciôn de 90 minutos diarios, durante catorce dias, y un
estrés agudo, con una duraciôn de 6 ô 24 horas, en un solo dia.
Estrés de nataciôn forzada (NS):
El estrés crônico de nataciôn forzada consistiô en introducir a 
los animales en un recipiente con agua (50 cm. de diâmetro y 60 cm. de 
altura, temperatura 18^0, durante cinco minutos diarios y catorce dias 
ininterrumpidos.
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Estrés de frio (FS):
Los ratones eran introducidos en una câmara a -20QC, durante cinco 
minutos diarios y catorce dias ininterrumpidos.
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III.5.- OBTENCION DE 3ANCRE Y ORGANOS.
Todas las extracciones se realijzaron entre las 10.00 y las 12.00 
de la maKana.
Después del perlodo de estrés o control, los animales fueron 
sacrificados por decapitaciôn y la sangre fue recogida en un 
recipiente heparinizado y centrifugada a 400xg durante 10 minutes a 
40c. El plasma fue cuidadosamente retirado y almacenado a -20oc hasta su 
uso para la determinaciôn de corticosterona.
El timo, bazo y câpsulas suprarrenales fueron extraidos, liberados 
del tejido conectivo, si lo tuvieran, y pesados.
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III.6.- OBTENCION DE CELULAS LINPOIDES.
Estas células fueron obtenidas de ratones de siete semanas de 
edad, mantenidos bajo condiciones de mlnimo estrés o sujetos a la 
acciôn de un agente estresante.
III.6.1.- Obtenciân de timocitos.
Tras ser pesados, los timos se depositaron en una plaça Pétri que 
contenia tampôn fosfato salino (PBS) (PO«HNa O.OIM y NaCl 0.15M, pH 
7.4). La suspensiôn celular se obtuvo por suave disgregaciôn mecànica 
sobre una malla metàlica de acero inoxidable, que permite difundir los 
timocitos, y posterior filtrado a través de una gasa estéril para 
eliminar los agregados. Las células se recogieron por centrifugaciôn a 
400xg, durante 10 minutos.
Los eritrocitos se eliminaron por incubaciôn con tampôn de lisis 
(Tris-HCl 0.17M y NH4CI 0.16M, pH 7.2) a O^C durante 10 minutos. Los 
timocitos se lavaron dos veces con PBS que contenia 1% (w/v) de 
seroalbûmina bovina (PBS-BSA 1%) para eliminar el tampôn de lisis, y 
se procediô a su recuento y determinaciôn de viabilidad.
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III.6.2.- Separaciôn de subpoblaciones de timocitos.
La separaciôn de subpoblaciones timicas que difieren en su estadio 
de maduraciôn fue realizada mediante la aglutinaciôn selectiva con 
lectina de cacahuète (PNA) y segûn el raétodo descrito por Reisner y 
Sharon (150).
La lectina de cacahuète (PNA) es una proteina capaz de unirse a 
restos de glicoproteinas y glicolIpi^s de las membranas celulares. 
Asi, basÂndose en las diferencias fenotipicas de la superficie puede 
aglutinar a los timocitos inmaduros, por lo que ha sido muy utilizada 
en la separaciôn de subpoblaciones corticales (no maduras) y medulares 
(maduras) de timocitos murinos.
Del orden de 200 millones de timocitos en 250 pl. de PBS se 
incubaron con 250 pl. de una disoluciôn de PNA (1 mg/ml. PBS), durante 
20 minutos a temperatura ambiente, en tubos pequeRos de plâstico.
Pinalizada la incubaciôn, la suspensiôn celular fue depositada 
cuidadosamente sobre un lecho de 8 ml. que contenia PBS y 20% de suero 
fetal de ternera (PBS-PCS 20%), en tubos cônicos de vidrio de 15 ml., 
y las células se dejaron sedimentar 30 minutos a temperatura ambiente. 
La fracciôn sedimentada en la parte inferior de tubo (PNA+) y la 
fracciôn superior que contenia los timocitos PNA” fueron recogidas por 
aspiraciôn de 1 ml. de lecho cada una con una pipeta Pasteur, y 
transferidas a tubos que contenian 5 ml. de una disoluciôn de 
D(+)-Galactosa 0.2 M en PBS e incubadas 15 minutos a temperatura
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ambiente. La galactosa disocia las células aglutinadas al competir con 
el PNA por la uniôn a los timocitos.
Después de la adiciôn de 5 ml. de PBS, las células se recogieron 
por centrifugaciôn a 400xg durante 10 minutos, se resuspendieron de 
nuevo en PBS-D-Galactosa y se lavaron dos veces con PBS, antes de 
efectuar su recuento y la determinaciôn de viabilidad.
Las fracciones PNA+ y PNA” se obtuvieron con un rendimiento 
aproximado de 50% y 6% respectivamente.
Hasta el momento de su uso para la determinaciôn de actividades 
enzimàticas, estas subpoblaciones timicas fueron almacenadas a -80<>C en 
un tampôn de lisis (Tampôn fosfato 50 mM, EDTA 1 mM, 0-Mercaptoetanol 
1 mM, pH 7.7) y sin resuspender, para la determinaciôn de las 
actividades BG, NABG y 5'-NT. En el caso de que la actividad 
determinada fuese SE los timocitos fueron almacenados a -80oc en un 
tampôn de PBS con 0.5% de Nonidet P-40, también sin resuspender.
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III.6.3- Obtenciôn de células precursoras linfoides de médula ôsea.
Los fémures de los ratones C57BL/6 estresados o contrôles fueron 
extraidos y depositados en PBS, tras ser limpiados con un bisturl de 
todos los restos de tejido. La suspensiôn celular de médula ôsea fue 
obtenida mediante varios lavados a presiôn, introduciendo en la 
cavidad del hueso PBS-BSA 0.5% (w/v) mediante una jeringa. A
continuaciôn las células fueron resuspendidas en un tampôn de Tris-NH, 
0.05M, pH 7.7 e incubadas a 37®C durante 5 minutos para lisar 
eritrocitos, y se lavaron dos veces con PBS-BSA 0.5%. Después del 
ûltimo lavado las células fueron contadas con azul tripàn y diluidas 
hasta una concentraciôn de 5 x 10® células viables/ml en medio Iscove 
modificado de Dulbecco, sin suero (GIBCO), para su uso en experimentos 
de migraciôn.
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III.7.- RECUENTO CELULAR Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD.
Los recuentos celulares se realizaron por duplicado, mediante una 
càmara de Neubauer, y utilizando diluciones de 20 y 40 veces, 
considerando el valor medio de éstas.
Para la determinaciôn de la viabilidad celular se utilizô el 
método de exclusiôn del azul tripân, colorante que tifie selectivamente 
a las células muertas. Sôlo fueron utilizadas las suspensiones 
celulares que superaban el 95% de viabilidad.
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III.B.- DETERMINACION DE CORTICOSTERONA.
La determinaciôn de la concentraciôn de corticosterona en plasma 
fue realizada segûn el método descrito por Zenker y Berstein (151). 
Este método fluorimétrico es sensible y especifico para pequefias 
cantidades de plasma.
Se analizaron alicuotas de 200 pl. de plasma, que se llevaron a 2
ml. con agua bidestilada y estéril. Los patrones de corticosterona
utilizados tenian concentraciones conocidas y fueron llevados hasta un 
volumen final de 2 ml. Los blancos utilizados contenian 2 ml. de agua 
estéril.
Para eliminar el plasma libre de esteroides, se aSadieron 12 ml. 
de cloroformo a cada muestra, se agitô durante très minutos y se 
centrifugé a 800xg durante 5 minutos a temperatura ambiente, 
eliminàndose la parte acuosa superior mediante aspiraciôn con una 
pipeta Pasteur, conectada a vacio.
La fase orgànica restante se lavô aKadiendo 2 ml. de NaOH 0.1 M a 
cada tubo, se agitô, centrifugô y se eliminô nuevamente la fase acuosa 
superior.
La fase orgànica lavada se sometiô a una extracciôn de
corticosterona, aKadiendo a 10 ml. de esta fase 2.5 ml. del reactivo
de extracciôn (HzOïetanoliàcido sulfûrico en proporciôn 1:1:4.8). Se 
agitô, centrifugô y eliminô la fase orgànica superior.
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Finalmènte, 2 ml. de la fase alcohol-âcida résultante se dejaron 
reposar durante 2h. en oscuridad y a temperatura ambiente.
La fluorescencia se midiô a una longitud de onda de incidencia de
450 nm. y de emisidn de 520 nm. Con los valores de los patrones
estândar se construyô una recta patrôn, y los valores de las
concentraciones de corticosterona de las muestras problèmes se
extrapolaron directamente de la grâfica.
La concentraciôn final de corticosterona en plasma fue expresada 
en ^g/lOOml. y calculada por la fôrmula:
C (^g/lOOml) = À  X 100
V
donde A es el valor de la concentraciôn de corticosterona en la 




III.9.- OBTENCION DE FACTOR QUIMIOTACTICO TIMICO.
Los factores quimioticticos timicos, utilizados en los
experimentos de migraciôn, procedian de sobrenadantes de cultives de 
timo de ratones neonatos y adultos jôvenes de 7 semanas de edad, tanto 
contrôles como estresados.
Los factores se obtuvieron de la forma siguiente:
Los timos de ratones neonatos fueron extraidos y cada lôbulo 
fragmentado en dos o très trozos. Los fragmentos fueron lavados en PBS 
con 0.5% de BSA y cultivados en medio Iscove sin suero, que contenia 
penicilina y estreptomicina (100 U/ml.), en plaças Pétri (35 x 10 mm.. 
Falcon 1008), en una atmôsfera hûraeda con el 5% de COz y a una 
concentraciôn de 7 timos por 5 ml. de medio.
Después de 48 horas a 370C, el medio de cultivo fue recogido, las 
células sedimentadas, y el sobrenadante filtrado para su
esterilizaciôn a través de un filtro de tamafio de poro 0.22 )lm. 
(Millipore). El sobrenadante fue almacenado en alicuotas de 1 ml. y a 
-70OC hasta su uso.
Para la obtenciôn de factores quimiotàcticos timicos de ratones 
adultos se procediô de igual forma, pero en estos ûltimos casos el 
cultivo del timo, tanto estresado como control, se efectuô a una
concentraciôn de 1.25 ml. de medio por timo. Finalmente, para la
obtenciôn de factor quimiotâctico timico de ratones adultos estresados
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también se realizaron cultivos de timo donde el volumen de medio 
utilizado dependia del peso del timo estresado (teniendo como 
referencia la cantidad de 1.25 ml. de medio para un timo control), la 
concentraciôn del cultivo se calcula, por lo tanto, dependiendo del 
peso y no del nûmero de timos.
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III.10.- ENSAYOS DE MIGRACION "IN VITRO".
Estos ensayos "in vitro" fueron.realizados para medic la migraciôn 
de células de la médula ôsea de ratones estresados y contrôles 
(obtenidas segûn el protocole descrito en el apartado III.5.3) frente 
a factores quimiotàcticos, obtenidos por cultivo de timo de ratones 
neonatos y adultos, estresados y contrôles, segûn lo especificado en 
el apartado anterior.
En los experimentos se utilizaron càmaras quimiotàcticas 
(Nuclepore, Pleasanton) de un volumen de 2 x 200 )il., separadas por un 
filtro PC (Nuclepore, Pleasanton, mod. 110413 13mm.) de tamano de poro 
5 )lm. (Esquema 6). El factor quimiotâctico timico fue situado en la 
càmara inferior y 200 )il. de células de médula ôsea (a una 
concentraciôn de 5 x 10" células/ml.) fueron situadas en la càmara 
superior. Se realizaron diferentes experimentos utilizando tanto 
factores obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos de timo de 
ratones neonatos como de adultos estresados o contrôles.
Los experimentos control de migraciôn se llevaron a cabo situando 
medio Iscove (Gibco) en la càmara inferior, calculàndose la migraciôn 
no especifica.
Las càmaras se incubaron 90 minutos a 370C, en una atmôsfera 
humidificada de 5% de COz. Al final del periodo de incubaciôn se 
recogieron las células de la càmara inferior y fueron contadas con un 
hemocitômetro.
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El porcentaje de migraciôn de cada muestra se calculô dividiendo 
el nûmero de células migradas recogidas, al que le fue restado el 
nûmero de células que migraban de forma no especifica, entre el nûmero 
total de células de médula ôsea dispuestas inicialmente en la càmara 
superior. Segûn la formula:
% MIGRACION = X - M x 100 
T
donde X es el nûmero de células que migran frente al factor 
quimiotâctico, M es el nûmero de células que migran frente al medio y 
T es el nûmero total de células dispuestas inicialmente en la càmara 
superior.
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III.11.- EXTRACCION DE DNA DE ALTO PESO MOLECULAR.
La extracciôn de DNA de alto peso molecular de timocitos fue 
realizada por el método fenol-cloroformo-enzimàtico (82, 152).
Los timocitos (1 x 10") fueron resuspendidos en un tampôn de lisis 
que contenia Tris 0.2 M, pH 8.5, EDTA 0.1 M, SDS 1% ÿ proteinasa K (50
)lg/ml.) e incubadas toda la noche a 37<>C. ) ^ T/o
/    —
La muestra résultante fue extralda très veces mediante agitaciôn 
suave con un mismo volumen de fenol-cloroformo, en proporciôn 1:1 y 2% 
de alcohol isoamilico, y posterior centrifugaciôn a 800xg, 5 minutos. 
Los àcidos nucleicos permanecen en la fase acuosa, mientras que la 
fase orgànica que contenia proteinas y demàs componentes celulares fue 
desechada. Esta fase acuosa fue reextraida varias veces con éter 
saturado con agua, procediéndose del mismo modo.
La muestra fue dializada en tubos de diàlisis de limite de
exclusiôn de 10.000 daltones, durante toda la noche en Tris 10 mM, pH
Al dia siguiente se incubô con RNasa (100 )lg/ml.) durante 5 horas 
a 370c y, posteriormente, con proteinasa K^50 )lg/ml.) durante toda la 
noche a esta misma temperatura. * ^  (a -^t *4r
La muestra résultante volviô a ser extraida con fenol-cloroformo y 
éter saturado con agua segûn lo explicado anteriormente, dejàndose
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dializar toda la noche frente a la misma disoluciôn de Tris y EDTA.
La fase acuosa résultante contenia el DNA de alto peso molecular y 
su concentraciôn fue determinada por absorbancia a 260 nm. (1 U Azso = 
50 )lg DNA/ml. ) .
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III.12.- ELECTRÛFORESIS EN GELES DE AGAROSA.
Las muestras de DNA de timocitos fueron analizadas en minigeles 
del 1.8% de agarosa en un tampôn que contenia Tris-acetato 40 mM, pH 
7.5, acetato sôdico 20 mM y EDTA ImH.
Para la preparaciôn de los minigeles de agarosa, la disoluciôn 
anterior se fundiô en el autoclave durante 10 minutos a 121oc y 1.2 
atmôsferas de presiôn, y 10 ml. fueron vertidos sobre plaças de vidrio j
i
de 5 X 7.5 cm. Los pocillos, donde se efectuaria posteriormente la | 
carga de las muestras fueron realizados con un "peine" con dientes de | 
0.5 cm.
Como marcador de pesos moleculares se utilizô un digerido de DNA 
del fago lambda con el enzima de restricciôn Hind III.
Una soluciôn que contenia un 0.25% de azul de bromofenol, EDTA 20 
mM y sacarosa al 40% fue adicionada a las muestras antes de ser 
cargadas. Se realizaron distintos experimentos en los que la cantidad 
de DNA oscilô entre 0.3 )lg. en unos casos y 1 )ig. en otros, tanto para 
el DNA del fago, ratones control, ratones sometidos a inmovilizaciôn 
crônica y ratones sometidos a inmovilizaciôn aguda de 6 y 24 horas. El 
volumen final de carga fue de 15 ô 25 pl., en los cuales una cuarta 
parte correspondra a la soluciôn de bromofenol, EDTA y sacarosa, en 
los casos que era necesario el volumen se completaba con tampôn de 
electroforesis.
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La electroforesis se llevô a cabo en cubetas de 170 x 90 mm. y con 
capacidad para 150 ml. de tampôn de electroforesis, a 50 voltios y 
durante dos horas, previa adiciôn de 1 pg/ml. de bromuro de etidio al 
tampôn de electroforesis.
El DNA se visualizô por transiluminaciôn con luz ultraviolets y se 
fotografiô utilizando una pelicula KODAK Plus-X.
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III.13.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.
Los ensayos de actividad . enzimâtica para las enzimas 
5’-nucleotidasa, 3-glucuronidasa, N-acetiI-(3-glucosaminidasa y serin 
esterasa se realizaron utilizando extractos celulares procedentes de 
subpoblaciones timicas, separadas por aglutinaciôn selectiva con PNA y 
obtenidas de ratones estresados por inmovilizaciôn y contrôles.
III.13.1.- Extractos celulares.
Para la determinaciôn de las actividades enzimàticas de BG, NABG y 
5'NT se utilizaron dos subpoblaciones timicas, obtenidas segûn lo 
explicado en el apartado III.6.2.
Las células se resuspendieron en el tampôn de lisis a una 
concentraciôn de 15 x 10® células/0.5 ml. y se sometieron a très 
ciclos de congelaciôn-descongelaciôn, seguido de sonicaciôn a 80 w. 
durante 5 segundos, en un sonicador Bonifier. Los extractos fueron 
agitados durante 10 minutos a 4®C, después de la adiciôn de 0.5% de 
tritôn X-100. Posteriormente se centrifugaron a 5000xg durante 20 
minutos y a 4<>C, en una centrifuga Beckman. El sobrenadante de esta 
centrifugaciôn fue utilizado como fuente de enzimas para la 
determinaciôn de actividades (137, 138).
Para la determinaciôn de la actividad serin esterasa, se 
utilizaron timocitos almacenados a -80OC como se indica en el apartado
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III.6.2. Las células se resuspendieron en el tampôn a una 
concentraciôn de 2 x 10'^  células/ml. y se descongelaron a temperatura 
ambiente, seguido de una incubaciôn en hielo durante 20-30 minutos con 
agitaciôn en vôrtex, produciéndose un lisado celular por disoluciôn de 
la membrana, con la consiguiente liberaciôn de la enzima.
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III.13.2.-Determinaciôn de la actividad 5'-nucleotidasa (5'-NT).
La actividad 5'NT (B.C. 3.1.3.5) se déterminé con un juego de
reactivos de la casa Sigma (ref. 260-UV) y basindose en el método de 
Àrkesteijn (153).
Este método estâ basado en el acople de dos reacciones enzimâticas 
que permiten la obtenciôn de NAD+, que es valorado siguiendo el 
descenso de absorbancia a 340 nm., siendo este descenso proporcional a 
la cantidad de adenosina formada en la reacciôn catalizada por la 
enzima 5'NT y, por tanto, a_^a actividad de ésta.
^ 5'NT
AMP ADENOSINA + Pi
ADA
ADENOSINA ---------- ►  INOSINA + NHj
NHa + 2-OXOGLUTARATO + NADH + H+
D U
t
L-GLUTAMATO + NAD+ + HzO
Una alicuota de 70 pl. de extracto celular se mezclô con 1 ml. de 
reactivo de Sigma para la determinaciôn de 5'NT (AMP 3.2 mM, NADH 0.2 
mM, 2-Oxoglutarato 3.7 mM, L-Glutamato deshidrogenasa 11.000 U/1, 
Adenosina desaminasa 400 U/1, P-Glicerofosfato y estabilizantes),
leyéndose la absorbancia a 340 nm. inicialmente y al cabo de 5 
minutos.
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La actividad se expresô como raU/10® células, calculàndose las U/1 
segûn la formula: 491.5 x (As4o inicial - A3«o final).
La unidad de activadad de 5’NT fue definida como la cantidad de 
enzima que cataliza la conversiôn de un pmol de sustrato en un minuto 
y a 3Q0C.
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III.13.3.- Determinaciôn de la actividad N-acetil-0-glucosaminidasa 
(NABG).
y  "/ ^
La actividad NABG (B.C. 3.2.1.30) se déterminé usando un método 
colorimétrico (154), basado en la utilizaciôn de un sustrato 
artificial (P-nitrofenil-N-acetil-0-D-glucosaminido), que por acciôn 







Una alicuota de 35 pl. de extracto celular se mezclô con 0.5 ml. 
de soluciôn sustrato (el juego de reactivos utilizados pertenecla a la 
casa Boehringer, réf. 875406). La incubaciôn se realizô a 370C durante 
3 horas. A continuaciôn se adicionô 1 ml. del reactivo de parada 
(COsNaz 0.3 M) y al cabo de 15 minutos el P-nitrofenol liberado se 
determinô leyendo la absorbancia a 580 nm. La actividad se expresô 
como mU/10® células, calculàndose las U/1 segûn la fôrmula: 6 x Asao.
La unidad de actividad de NABG se define como la cantidad de 
enzima necesaria para degradar 1 praol de sustrato en un minuto y a 
370C.
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III.13.4.- Determinaciôn de la actividad 0-glucuronidasa (BG).
La actividad BG (E.C. 3.2.1.31) se determinô con un juego de
reactivos de la casa Sigma (réf.325) segûn el método de Fishman (155).
Se emplea un sustrato artificial, fenolftalein glucurônico, que 




FENOLFTÀLEINA + AGIDO 0-GLUCURONICO . ^
/ j ?  £
Una alicuota de 40 pl. de extracto celular se mezcl^ con 120 pl. 
de tampôn acetato 0.2 M, pH 4.5 y 40 pl. de âcido fenolftalein 
glucurônico 30 mM, pH 4.5. La incubaciôn se realizô a 56°C durante 1 
hora. Inmediatamente después de la incubaciôn se aKadiô a cada tubo 1 
ml. de tampôn AMP (2-amino, 2-metil, 1-propanol) 0.1 M, pH 11. A 
continuaciôn se midiô la absorbancia a 580 nm. La actividad de BG fue 
calculada segûn la fôrmula: U/ml = Concentraciôn de fenolftaleina
(pg/ml.) X 30.
La actividad se expresô como U/10® células y una unidad de BG se 
definiô como la cantidad de enzima que libera Ipg de fenolftaleina a 
partir de âcido fenolftalein glucurônico durante 1 hora y a 560C.
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III.13.5.- Determinaciôn de la actividad serin esterasa.
La actividad serin esterasa se determinô usando una reacciôn 
sensible que envuelve al N-benzil-oxicarbonil-L-lisina-tiobenzil éster 
(BLT), cuya hidrôlisis por la enzima libera benzilmercaptano, que 
reacciona con el reactivo de Ellman produciendo el cromôforo 
tiofenôxido (139).
Una alicuota de 100 pl. de diluciones apropiadas de los extractos 
celulares en PBS-NP40 se adicionô a 900 pl. de una mezcla de reacciôn 
de Tris HCl 0.2 M, pH 8.1, BLT 0.2 mM, ditriobis (DT o âcido 
nitrobenzoico) 0.22 mM. La mezcla fue incubada durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y la absorbancia a 412 nm. fue leida, usando 100 
pl. de PBS-NP40 mâs 900 pl. de la mezcla de reacciôn como blanco.
Una unidad de actividad esterasa se define como una unidad de 
absorbancia a 412 nm. para 2.0 x 10'^  células.
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III.14.- AMALISI3 ESTADISTICO.
Los resultados son expresados como valores medios ± el error 
estindar de la media (S.E.M.). Los datos derivados de la aplicaciôn de 
distintos agentes estresantes y adrenalectomia fueron obtenidos de un 
minimo de ocho experiencias con animales diferentes, tanto estresados 
como contrôles. En los experimentos de migraciôn los datos se 
obtuvieron de diez ratones, siendo cada valor la media de très medidas 
por animal. Los datos obtenidos en la determinaciôn de las actividades 
enzimâticas oscilaron en el nûmero de casos entre n=5 y n=10.
El anàlisis estadistico fue realizado mediante un anàlisis de 
varianzas "ANOVA", modelo I. En los casos en que éste reflejô 
diferencias significatives entre médias, se aplicô un test de 
Student-Newman-Keuls (SNK), y piO.05 fue considerado significative.
Para la representaciôn mediante tablas de todas las posibles 
comparaciones entre médias de un modo sencillo, se adoptô una 
modificaciôn del método de Sokal y Rikel (156), que consistiô en 
seKalar los grupos de médias significativas mediante subrayado. De 
este modo, una o varias médias sobre un mismo subrayado difieren de 
todas las demis fuera de éste, pero no entre si. Dos médias sobre 
subrayados distintos son, por tanto, significativamente diferentes.
En las gràficas la significaciôn viene seKalada con un asterisco 
para 0.05%p>0.01 y dos para psO.Ol.
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IV RESULTADOS
Los resultados del presente trabajo aparecen estructurados en los 
cinco puntos siguientes:
IV.1.- ESTUDIO COMPARATIVO DEL EPECTO DE LA APLICACION DE TRES 
AGENTES ESTRESANTES SOBRE DIPERENTES PARAMETROS.
Se compara la actuaciôn de distintos tipos de estrés: 
inmovilizacidn, frlo y nataciôn forzada, sobre los parAmetros 
estudiados; especialmente sobre el timo y subpoblaciohes timicas.
IV.2.- ESTUDIO DEL EPECTO DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE EL DNA 
DE TIHOCITOS MURINOS.
Se observa el efecto del estrés y los elevados niveles de 
corticosteroides endôgenos que induce éste, sobre el DNA de timocitos.
IV.3.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADRENALECTOHIA Y LA APLICACION DEL 
ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE DIPERENTES PARAMETROS.
Se intenta profundizar en los efectos que ejerce el estrés sobre 
los mismos parâmetros del apartado 1, pero en ausencia de 
corticosteroides adrenales para lo cual se utilizan animales 
adrenalectomizados.
IV.4.- ESTUDIO DEL EPECTO DEL ESTRES DEL INMOVILIZACION SOBRE LA 
MIGRACION DE CELULAS PRECURSORAS AL TIMO.
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Se pretende investigar la posibilidad de que la involuciôn tlmica, 
derivada del estrés, se produzca por una inhibiciôn de‘la migraciôn de 
células precursoras al timo, bien .porque los factores quimiotâcticos 
se inactiven o porque las células precursoras no los reconozcan.
IV.5.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE LA 
ACTIVIDAO DE ENZIMAS MARCADORAS DE LA MADURACION DE LOS LINFOCITOS.
Se estudian los efectos del estrés sobre la actividad de ciertas 
enzimas, consideradas como marcadoras de distintos estados de 
diferenciaciôn linfoide.
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IV.1.- ESTUDIO COMPARATIVO DEL EPECTO DE LA APLICACION DE TRES AGENTES 
ESTRESANTES SOBRE DIPERENTES PARAMETROS.
En el présente apartado se exponen los efectos de la aplicaciôn de 
très agentes estresantes; inmovilizaciôn (IS), frlo (PS) y nataciôn 
forzada (NS) sobre una serie de parâmetros, considerados como 
marcadores de estados de estrés.
Ratones C57BL/6 fueron sometidos a inmovilizaciôn, frlo, nataciôn 
0 mantenidos bajo condiciones de mlnimo estrés (ver apartados III.2 y
II1.4). Un nûmero de ocho ratones por grupo fueron pesados al inicio y 
al final del perlodo experimental, e inmediatamente después 
sacrificados, la sangre recogida y el plasma almacenado para la 
posterior determinaciôn de la concentraciôn de corticosterona 
(apartado III.8). Timo, bazo y câpsulas suprarrenales fueron extraidos 
y pesados. El timo fue utilizado para la obtenciôn de distintas 
subpoblaciones linfoides, mediante la aglutinaciôn selectiva con 
lectina de cacahuète (apartados III.5-7).
Los resultados obtenidos han sido los siguientes:
IV.1.1.- Incremento del peso corporal.
Los ratones fueron pesados al inicio y al final del perlodo 
experimental, después de ser estresados (IS, NS, PS) o no (CO). Los 
datos se expresan como incremento de peso corporal en gramos.
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calculado como el peso final menos el peso inicial.
El anâlisis de varianzas pone de manifiesto diferencias
significativas debidas a los distintos agentes estresantes
(P(3.28)=165.94, plO.Ol). El estrés de inmovilizaciôn produce una clara 
disminuciôn del incremento del peso corporal frente al control (psO.Ol) 
y ademis, muestra diferencias significativas con respecto a los grupos 
de frio y nataciôn (piO.Ol). Las diferencias significatives del estrés 
de nataciôn y frlo (p30.05) con respecto al control, son de grado menor 
que las del estrés de inmovilizaciôn. Finalmente, el incremento del 
peso corporal entre los grupos de frlo y nataciôn no résulta
significative.
En la tabla I se muestra la comparaciôn entre las médias de los 
distintos grupos expérimentales para el parâmetro "incremento del peso 
corporal".
Las diferencias significativas de los diferentes grupos con
respecto al control se representan en la figura 1.
TABLA I: INCREMENTO DEL PESO CORPORAL (g.)
CONTROL INMOVILIZACION FRIO NATACION
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Figura 1: E fecto  de d is t in to s  tip o s  de estrés sobre el 
Increnento  del peso c o rp o ra l. Este parâmetro 
(peso final-peso inicial) se determinô en ratones 
control (CO), estresados por inmovilizaciôn CIS), 
fr1o (FS) y nataciôn (NS), y se représenta como 
media ± S.E.M. de n=8 ratones. ^  -  0.05 ^ p > 0.01,
** = pi 0.01.
IV.1.2.- Peso del bazo.
El anilisis de los datos muestra la existencia de diferencias 
significatives en el peso del bazo de los distintos grupos 
expérimentales (P(3.28)=36.82, pSO.Ol). El estrés de inmovilizaciôn 
produce una disminuciôn significative del peso del bazo con respecto 
al grupo control y también a los grupos de nataciôn forzada y frlo 
(pSO.Ol). El estrés de nataciôn forzada produce un decrecimiento en el 
peso del bazo, con respecto al control, que sin embargo no résulta 
significative. Es de destacar el aumento del peso del bazo en el 
estrés de frio con respecto al control, y que résulta significativo 
(pSO.05).
La comparaciôn entre las médias del peso del bazo pertenecientes a 
los distintos grupos expérimentales se muestran en la tabla II.
En la figura 2 aparecen representadas las diferencias 
significativas de los diferentes grupos con respecto al control.
TABLA II: PESO DEL BAZO (mg.)
CONTROL NATACION FRIO INMOVILIZACION
















Figura 2: Efecto de distintos tipos de estrés sobre el peso 
del bazo. Este parâmetro se midio en ratones 
control (CO), estresados por inmovilizaciôn (IS), 
frio (FS) y nataciôn (NS), y se représenta como 
media ± S.E.M. de n=8 ratones. ^ = 0.05 > p > 0.01,
** = p 1 0.01.
IV.1.3.- Peso de las cÂpsulas suprarrenales.
Exister! diferencias significatives en el peso de las câpsulas 
suprarrenales entre los distintos grupos (F(3.28)=3.99, ps0.05). Todos 
los tipos de estrés producen un incremento en el peso de las câpsulas 
suprarrenales con respecto al control, pero ûnicamente el estrés de 
inmovilizaciôn produce diferencias significativas (piO.Ol) con el 
control y en menor medida con respecto al estrés de frlo (psO.05).
Las diferencias significativas entre las médias de los distintos 
grupos para el parâmetro "peso de las câpsulas suprarrenales" se 
indican en la tabla III. En la figura 3 se indican las diferencias 
significativas de los distintos grupos con respecto al control.
TABLA III: PESO DE LAS CAPSULAS SUPRARRENALES (mg.)
CONTROL FRIO NATACION INMOVILIZACION






















Figura 3: Efmcto de d is t in to s  tip o s  de es trés  sobre e l peso 
do las  capsulas suprarrena les . Este parametro se 
m1diô en ratones control (CO), estresados por 
inmovilizaciôn (IS), frio (FS) y nataciôn (NS), y 
se représenta como media ± S.E.M. de n=8 ratones. 
* *  = p i 0.01.
IV.1.4.- Nivel de corticosterona en plasma.
El nivel de corticosterona en plasma se expresa en pg/lOOml 
(apartado III.8). El anàlisis estadistico indica la existencia de 
diferencias significativas entre grupos (F(3.28)=57.39, p<0.01). Los
grupos estresados presentan unos niveles de corticosterona entre 4 y 8 
veces mâs altos que los individuos control (psO.Ol). El estrés de 
inmovilizaciôn produce unos niveles de corticosterona 
significativamente superiores a los alcanzados con el estrés de 
nataciôn forzada o frio (piO.Ol). Ademâs, el nivel de corticosterona 
alcanzado con la aplicaciôn del estrés de nataciôn forzada es
significativamente superior al producido por el estrés de frio
(p<0.05).
En la tabla IV se indican las diferencias significativas entre las
médias de los distintos grupos para el parâmetro estudiado.
Las diferencias significativas de los distintos grupos con 
respecto al control se representan en la figura 4.
TABLA IV: NIVEL DE CORTICOSTERONA EN PLASMA (pg/lOOml.)
CONTROL FRIO NATACION INMOVILIZACION
















Figura 4: Efecto de distintos tipos de estrés sobre el nivel 
de corticosterona en plasma. Alicuotas de 200 pi.
de plasma de ratones control (CO), estresados 
por inmovilizaciôn (IS), frio (FS) y nataciôn (NS), 
se utilizaron para la 
corticosterona por el método 
(apartado 8 de métodos) 
media ± S.E.M. de n=8 ratones
determinaciôn de 
de Zenker y Berstein 
y se représenta como 
= p i 0.01.
IV.1.5.- Peso del timo.
El anilisis de los datos revela la existencia de diferencias 
significativas en el peso del timo de los distintos grupos 
(P(3.28)=48.33, piO.Ol). La ligera disminuciôn del peso del timo 
provocada por el estrés de nataciôn no résulta significativa, 
ûnicamente el estrés de inmovilizaciôn y el de frio muestran 
diferencias significativas con respecto al control (psO.Ol), aunque de 
distinto signo. Mientras que el estrés de inmovilizaciôn reduce el 
peso del timo hasta casi la mitad del peso de los contrôles, el estrés 
de frio provoca un aumento en este mismo parâmetro.
En la tabla V se muestran las diferencias significativas entre las 
médias del peso del timo de los distintos grupos expérimentales.
Las diferencias significatives de los distintos grupos con 
respecto al control se indican en la figura 5.
TABLA V: PESO DEL TIMO (mg.)
CONTROL NATACION FRIO INMOVILIZACION
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Figura 5: Efecto de distintos tipos de estrés sobre el peso
del timo. Este parâmetro se midiô en ratones 
control (CO), estresados por inmovilizaciôn (IS), 
frio (FS) y nataciôn (NS), y se représenta como 
media ± S.E.M. de n=8 ratones. ** = p i 0.01.
IV.1.6.- Nûmero y tipo de timocitos.
Existen diferencias significativas en el nûmero de timocitos
totales entre los distintos grupos (F(3.28)=65.46, p<0.01). El estrés 
induce cambios en el nûmero total de timocitos, relacionado con el 
peso del timo. El grupo sometido a estrés de inmovilizaciôn présenta 
el menor nûmero de células (el 45.67% del nûmero de células del
control, psO.Ol) y, contrariamente, el estrés de frio produce un 
aumento significative en el nûmero total de timocitos (47.97% de 
incremento con respecto al control, psO.Ol). El grupo sometido a estrés 
de nataciôn era el menos afectado, aunque muestra una disminuciôn 
significativa (22.54%, piO.Ol) de este parâmetro con respecto al 
control.
En cuanto al tipo de timocitos afectados, no aparecen diferencias 
significativas en el nûmero de timocitos PNA“ (maduros) entre el grupo 
control y los distintos grupos de estrés (F(3.28)=0.04, NS), sin 
embargo si existen diferencias significativas entre grupos en el
nûmero de timocitos PNA/ (inmaduros) (F(3.28)=32.38, p<0.ül). El nûmero 
de timocitos inmaduros disminuye significativamente en el estrés de 
inmovilizaciôn (piO.Ol) y el estrés de nataciôn (p<ü.05) y aumenta 
significativamente en el de frio (p<0.01). Es de destacar que el valor 
alcanzado por este ûltimo parâmetro en el estrés de inmovilizaciôn es 
significativamente inferior al control y a los restantes grupos de 
estrés (piO.Ol). Estos datos indican que las diferencias en el nûmero 
total de células son ûnicamente debidas al nûmero de timocitos
inmaduros.
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Las diferencias significatives entre las médias del nûmero de 
timocitos totales, PNA+ y PNA" de los distintos grupos expérimentales 
se indican en la tabla VI.
En la figura 6 se representan las diferencias significativas de 
los distintos grupos con respecto al control.
TABLA VI : NUMERO DE TIMOCITOS (x 1Q-")
CONTROL FRIO NATACION INMOVILIZACION
PNA+ 160.73 ± 13.13 243.99 t 23.93 121.88 ± 0.78 49.98 t 5.51
92.90% 95.30% 90.92% 81.0%
PNA- 12.27 t 1.19 11.96 t 1.17 11.99 t 0.08 11.71 t 1.23
7.1% 4.7% 9.08% 19%
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Figura 6: Efecto de distintos tipos de estrés sobre el numéro 
y tipo de timocitos. El numéro total de timocitos y 
de células PNA+ y PNA- (apartados 6, 7 y 5 de 
métodos) de ratones control (CO), estresados por 
inmovilizaciôn (IS), frio (FS) y nataciôn (NS) se 
determinô en una câmara de Neubauer, y se 
représenta como media ± S.E.M. de n=8 ratones. 
^ = 0.05 > p > 0.01, ** = p 1 0.01.
IV.2.- ESTUDIO DEL EPECTO DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE EL DNA DE 
TIMOCITOS MURINOS.
En este estudio se analizan los efectos del estrés de 
inmovilizaciôn crônico (90 minutes diarios durante 14 dias 
consécutives) y agudo (6 6 24 horas en un solo dia) sobre el DNA de 
alto peso molecular de timocitos del ratôn C57BL/6.
Ratones C57BL/6 fueron sometidos a estrés de inmovilizaciôn 
(crônico o agudo) o mantenidos bajo minimas condiciones de estrés 
(apartados III.2 y III.4). Inmediatamente después de la finalizaciôn 
del période experimental, los animales pertenecientes a los distintos 
grupos fueron sacrificados y los times extraidos. El DNA de alto peso 
molecular se obtuvo, utilizando el método fenol-cloroformo-enzimàtico 
(apartado III.11), a partir de 1 x 10® timocitos. Para la extracciôn 
del DNA se utilizaron timocitos totales o células pertenecientes a 
distintas subpoblaciones timicas (PNA+ y PNA"), obtenidas segûn el 
apartado III.6. Este DNA fue sometido a electroforesis en geles del 
1.8% de agarosa, utilizando un digerido de DNA del fago lambda como 
marcador de pesos moleculares (apartado III.12).
La aplicaciôn de los distintos tipos de estrés (crônico o agudo de 
6 y 24 horas) no révéla efectos détectables sobre la integridad del 
DNA de timocitos, el cual présenta una migraciôn electroforética 
similar al DNA de timocitos de ratones control y esto tanto para DNA 
de timocitos totales como de timocitos PNA+ y PNA".
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En la fotografia 2 se muestra un anàlisis electroforético del DNA 
de timocitos de ratones control y sometidos a estrés agudo de 
inmovilizaciôn (6 y 24 horas).
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Fotografia nS 2: Anàlisis electroforético en geles del ^4^j_§y*de 
agarosa de DNA de alto peso molecular de 
timocitos de ratones sometidos a estrés agudo 
de inmovilizaciôn. Se muestra el anàlisis 
electroforético del DNA de ratones control 
(banda 1 ) y de ratones sometidos a 6 horas 
(banda 2) y a 24 horas (banda 3) de inmovili­
zaciôn. Como marcador de pesos moleculares se 
utiliza DNA de fago X  cortado con Hind III 
(banda 4). . . . ...
I
IV.3.- ESTUDIO DEL EPECTO DE LA ADRENALECTOHIA Y LA APLICACION DEL 
ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE DIPERENTES PARAMETROS.
Observados los efectos que los distintos tipos de estrés ejercen 
sobre la integridad del DNA, en este apartado se muestran los efectos 
que ejerce el estrés de inmovilizaciôn, en ausencia de câpsulas 
suprarrenales sobre los mismos parâmetros estudiados en el apartado
IV.1. La adrenalectomia fue utilizada para evitar la presencia de los 
altos niveles de corticosteroides endôgenos, inducidos por el estrés.
Ratones C57BL/6 machos fueron sometidos a estrés de 
inmovilizaciôn, por ser el que producia efectos mâs intensos en todas 
las variables estudiadas, y/o adrenalectomia, manteniéndose otros del 
mismo peso y edad como contrôles y bajo condiciones minimas de estrés, 
segûn lo especificado en el apartado III.2. Un nûmero de ocho ratones 
por grupo fueron pesados al inicio y al final del periodo 
experimental. Tras ser sacrificados, la sangre se recogiô para la 
mediciôn de corticosterona (apartado III.8). Timo, bazo y câpsulas 
suprarrenales, si las habia, fueron pesados. Distintas subpoblaciones 
timicas fueron obtenidas mediante aglutinaciôn selectiva con lectina 
de cacahuète (apartados III.5-7).
Los resultados obtenidos para cada parâmetro han sido los 
siguientes:
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IV.3.1.- Incremento del peso corporal.
El anàlisis de los datos indica la existencia de diferencias 
significatives entre grupos (F(3.28)=51.48, psO.Ol). El estrés de
inmovilizaciôn y la adrenalectomia inducen un descenso significativo 
en el incremento del peso corporal (piO.Ol) con respecto a los otros 
grupos. Este descenso es del mismo orden que el observado para 
animales inmovilizados y no adrenalectomizados y que aparece en el 
apartado IV.1.1 (2.79 g. en IS y 2.73 g. en lÀ). También los grupos
contrôles adrenalectomizados (CA) y falsamente adrenalectomizados (FA) 
presentan un descenso significative (piO.Ol) con respecto al control
(CO), aunque las disminuciones observadas en ambos casos son menores.
En la tabla VII se muestran las comparaciones entre las médias de 
los distintos grupos expérimentales.
Las diferencias significativas de los distintos grupos con
respecto al control se indican en la figura 7.
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Figura 7: Efecto  de la  adrenalectom ia y  el estrés de 
In m o v ilizac iô n  sobre e l Incremento del peso 
co rp o ra l. Este paramètre (peso f1nal-peso inicial) 
se determinô en grupos control CCO), control 
adrenalectomizado (CA), falsamente adrenalectomi- 
zado CFA) y adrenalectomizado estresado CIA), y se 
représenta como media ± S.E.M. de n=8 ratones. 
* *  = p i 0.01.
IV.3.2.- Peso del bazo.
Con respecto al parâmetro "peso del bazo", se observan diferencias 
significativas entre grupos (F(3.28)=17.69, psO.Ol). El grupo sometido 
a estrés de inmovilizaciôn y adrenalectomia (AS) présenta un descenso 
significative en el peso del bazo (psO.Ol) con respecto a los restantes 
grupos. Los grupos contrôles adrenalectomizados (CA) y falsamente 
adrenalectomizados (FA) no presentan variaciones significativas con 
respecto al grupo control (CO).
Las comparaciones entre las médias del peso del bazo de los 
distintos grupos expérimentales se indican en la tabla VIII.
En la figura 8 se muestran las diferencias significativas de los 
distintos gruos con respecto al control.



















Figura 8: Efecto de la adrenalectomia y el estrés de 
Inmovilizaciôn sobre el peso del bazo. Este 
parâmetro se midiô en grupos control (CO), control 
adrenalectomizado (CA), falsamente adrenalectomi­
zado (FA) y adrenalectomizado estresado (lA), y se 
représenta como media ± S.E.M. de n=8 ratones.
= p 1 0.01.
IV.3.3.- Peso de las câpsulas suprarrenales.
El anâlisis de varianzas para el paràmetro "peso de las câpsulas 
suprarrenales" no révéla diferencias significativas entre los grupos 
control y falsamente adrenalectomizados (P(l.14)=0.64, NS).
En la tabla IX se indican las comparacîones entre las médias de 
los distintos grupos para el paràmetro "peso de las càpsulas 
suprarrenales".
En la figura 9 se representan los valores de la variable estudiada 
para los distintos grupos.
TABLA IX: PESO DE LAS CAPSULAS SUPRARRENALES (mg.)
CONTROL FALSAMENTE
ADRENALECT.



















Figura 9: Peso de las câpsulas suprarrenales . Este paràmetro 
se midio en grupos control (CO) y falsamente 
adrenalectomizado CFA), y se représenta como 
media ± S.E.M. de n=8 ratones.
IV.3.4.- Nivel de corticosterone en plasma.
Los niveles de corticosterona en plasma se expresan en pg/lOOml 
(apartado III.8).
El anâlisis de varianzas refleja la existencia de diferencias 
significativas entre grupos (F(1.14)=12.21, psO.Ol) para el paràmetro 
"nivel de corticosterona en plasma". El nivel de corticosterona en 
animales falsamente adrenalectomizados (PA) es significativamente 
mayor (psO.Ol) que en los animales control (CO).
Las comparaciones entre las médias de los grupos control y 
falsamente adrenalectomizados se muestran en la tabla X.
En la figura 10 se indican las diferencias significativas del 
grupo falsamente adrenalectomizado con respecto al control.
TABLA X: NIVEL DE CORTICOSTERONA EN PLASMA (pg/lOOml.)
CONTROL FALSAMENTE
ADRENALECT.











Figura 10: Nivel de corticosterona en plasma. Alicuotas de 
200 . de plasma de grupos control (CO) y
falsamente adrenalectomizado (FA) se utilizaron 
para la determinaciôn de corticosterona por el 
método de Zenker y Berstein (apartado 8 de 
métodos), y se représenta como media ± S.E.M. de 
n=8 ratones. ** = p i 0.01.
IV.3.5.- Peso del time.
Existen diferencias significativas entre grupos en relaciôn al 
peso del timo (P(3.28)=87.32, psO.Ol). El grupo adrenalectomizado y
estresado por inmovilizaciôn (AS) muestra una disminuciôn
significative en el peso del timo (pSO.Ol) con respecto a los grupos
contrôles. Esta disminuciôn en el peso del timo es del mismo orden que
la encontrada en animales inmovilizados, pero sin adrenalectomizar 
(ver apartado IV.1.5). Los restantes grupos contrôles 
adrenalectomizados (CA) y falsamente adrenalectomizados (PA) no
presentan variaciones significativas con respecto al control (CO).
En la tabla XI se indican las comparaciones entre las médias de 
los distintos grupos para el paràmetro "peso del timo".
Las diferencias significativas de los distintos grupos con 
respecto al control se muestran en la figura 11.
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F ig u ra  11: E fe c to  de la  a d re n a lectom ia y  e l e s tré s  de 
in m o v iliz a c iô n  sobre e l peso del tim o . Este 
paràmetro se midiô en grupos control (CO), control 
adrenalectomizado (CA), falsamente adrena lecto­
mizado (FA) y adrenalectomizado estresado (lA), y 
se représenta como media ± S.E.M. de n=8 ratones.
=  p  1  0 . 0 1 .
IV.3.6.- Nûmero y tipo de timocitos.
Con respecto al nûmero total de timocitos, el estudio efectuado 
révéla la existencia de diferencias significativas entre grupos 
(P(3.28)=18.13, pSO.Ol). La adrenalectomia y el estrés reducen 
significativamente el nûmero total de timocitos con respecto a los 
grupos control (psO.Ol), siendo là reducciôn màxima (51.30%) con 
respecto al grupo control (CO). Esta disminuciôn en el nûmero de 
células totales esté en consonancia con la observada en el peso del 
timo. Âsimismo, el grupo falsamente adrenalectomizado (FA) présenta 
una disminuciôn significative, aunque menor (29.73%) con respecto al 
control (psO.Ol) y al control adrenalectomizado (psO.05). La variaciôn 
en el nûmero total de células entre los grupos control (CO) y control 
adrenalectomizado (CA) no résulta significativa.
Se observan diferencias significativas entre grupos en el nûmero 
de células PNA+ (F(3.28)=16.87, pSO.Ol), que ademàs siguen la misma 
pauta que las diferencias observadas para el nûmero total de células.
El estrés y la adrenalectomia inducen una significative reducciôn del 
nûmero de células inmaduras (psO.Ol) con respecto a los otros grupos. 
También, se observa una disminuciôn en el grupo falsamente 
adrenalectomizado, que résulta significativa con respecto al control 
(piO.Ol) y al control adrenalectomizado (p£0.05).
Finalmente, son observadas diferencias significativas entre grupos 
en el nûmero de timocitos PNA“ (F(3.28)=6.96, plO.Ol). El nûmero de 
timocitos maduros résulta disminuido significativamente por el estrés
-148-
y la adrenalectomia (psO.Ol) con respecto al resto de los grupos. Los 
restantes grupos contrôles no muestran variaciones significativas 
entre ellos.
Aunque la adrenalectomia y el estrés parecen afectar tanto a los 
timocitos PNA+ como PNA“, las diferencias en el nûmero total de 
células se deben mayormente a los timocitos inmaduros.
Las comparaciones entre las médias del nûmero de timocitos 
totales, PNA+ y PNA“ de los distintos grupos indican en la tabla XII.
En la figura 12 se representan las diferencias significativas de 
los distintos grupos con respecto al control (CO).







PNA+ 122.72 ± 9.76 104.71 ± 6.40 84.62 ± 4.43 59.54 ± 4.35
89.36% 89.02% 87.70% 89.04%
PNA- 14.61 ± 1.32 12.91 ± 1.32 11.87 ± 1.39 7.33 ± 0.37
10.64% 10.98% 12.30% 10.96%
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Figura 12: Efecto de la adrenalectomia y el estrés de 
inmovilizaciôn sobre el numéro y tipo de timocitos.
El numéro total de timocitos y de células 
PNA+ y PNA- Capartados 6, 7 y 5 de métodos) de 
grupos control (CO), control adrenalectomizados 
(CA), falsamente adrenalectomizados (FA) y
adrenalectomizados estresado (lA) se déterminé en 
una câmara de Neubauer, y se représenta como 
media ± S.E.M. de n=8 ratones. ** = p i 0.01.
IV.4.- ESTUDIO DE LOS EPECTOS DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE LA 
MIGRACION DE CELULAS PRECURSORAS AL TIMO.
Para profundizar en el estudio de los mecanismos que contribuyen a 
la modulaciôn de la inmunidad por el estrés, se investiqa, en este 
apartado, la posibilidad de que otros mecanismos, distintos a la 
corticosterona, puedan ser responsables de la involuciôn timica 
producida por el estrés.
Ratones C57BL/6 fueron sometidos a estrés de inmovilizaciôn o 
mantenidos bajo mlnimas condiciones de estrés (apartado III.2 y
III.4). Una vez finalizado el periodo experimental, los ratones en un 
nûmero de diez, fueron sacrificados y sus fémures extraidos, 
obteniéndose las células precursoras linfoides de médula ôsea segûn se 
explica en el apartado III.6. Estas células, en una concentraciôn de 5 
X 10® células/ml, fueron utilizadas en los ensayos de migraciôn "in 
vitro" en càmaras quimiotàcticas Nuclepore, frente a factores 
quimiotàcticos procédantes de sobrenadantes de cultivo de timo de 
ratones neonatos y adultos control o estresados (ver los apartados
III.9 y III.10).
A continuaciôn se indican los efectos que ejerce el estrés de 
inmovilizaciôn sobre la migraciôn "in vitro" de células precursoras 
linfoides hacia el timo.
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IV.4.1.- Efecto del estrés sobre la migraciôn "in vitro" de células de 
médula ôsea frente a factores quimiotàcticos procedentes de 
sobrenadantes timicos de neonatos.
En estos ensayos de migraciôn se utilizaron células de médula ôsea 
de ratones estresados y contrôles, y factores quimiotàcticos 
procedentes de sobrenadantes timicos de ratones neonatos, obtenidos 
segûn los apartados III.6 y III.9, respectivamente. La migraciôn 
aparece expresada como células x 10~^ ô como porcentaje de migraciôn 
(que se calcula como el cociente entre el nûmero de células migradas 
recogidas, al que le fue restado el nûmero de células migradas de 
forma no especlfica, y el nûmero total de células de médula ôsea 
dispuestas inicialmente en la càmara superior).
El anàlisis de varianzas indica la existencia de diferencias 
significativas entre grupos (P(3.36)=63.87, piO.Ol). La migraciôn de 
células de la médula ôsea de ratones control frente a factores 
quimiotàcticos timicos de neonatos (CN) es una respuesta quimiotàctica 
especlfica y difiere significativamente de la migraciôn no especlfica 
de estas mismas células frente al medio (CM) (plO.Ol). El estrés de 
inmovilizaciôn induce una disminuciôn significativa (pSO.Ol) en el 
nûmero de células de médula ôsea que migran frente al factor 
quimiotàctico de neonatos (SN). Este nûmero de células migradoras se 
reduce a màs de la mitad por el estrés. La migraciôn no especlfica de 
células de médula de ratones estresados no résulta significativa con 
respecto a la misma de los animales control.
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El anàlisis de los datos révéla que existen diferencias 
significativas en el porcentaje de migraciôn de individuos estresados 
y contrôles (F(1.18)=99.73, psO.Ol). El estrés de inmovilizaciôn reduce 
el porcentaje de migraciôn significativamente, cas! cuatro veces 
(psO.Ol) con respecto al control.
En la tabla XIII se muestran las comparaciones entre médias de los 
distintos grupos para los paràmetros "nûmero de células migradoras" y 
"porcentaje de migraciôn".
Las diferencias significativas de los distintos grupos con 
respecto al control se representan en la figura 13a para el nûmero de 
células y en la figura 13b para el porcentaje de migraciôn.
TABLA XIII: MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA FRENTE AL FACTOR 
QUIMIOTACTICO TIMICO DE NEONATOS
CN CM SM SN
CELULAS
MIGRADAS X 10"= 130.57 ± 9.78 38.91 i 4.64 28.09 t 3.19 51.63 ± 2.84 
% MIGRACION 9.16 ± 0.67 2.35 ± 0.10
CN = nûmero de células de médula ôsea de ratones control que
migran frente al factor quimiotàctico timico de neonatos.
CM = nûmero de células de médula ôsea de ratones control que
migran frente al medio.
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SN = nûmero de células de médula ôsea de ratones estresados que 
migran frente al factor quimiotàctico timico de neonatos.
SM = nûmero de células de médula ôsea de ratones estresados que 



















del estrés sobre la migraciôn de células de 
ôsea frente a factores quimiotàcticos 
de neonatos. En los ensayos de migraciôn 
de células (5 x lO^cel./ml.) de médula de 
control y estresados se enfrentaron con 
de factor quimiotàctico timico de neonatos 
Iscove Capartados 6, 10 y 9 de métodos). 
Se representan células control migradas al factor 
(CN) y al medio (CM) y células estrés migradas al 
factor (SN) y al medio (SM), como media ± S.E.M. de 










Figura 13k Efecto del estrés sobre el porcentaje de migraciôn 
frente a factores quimiotàcticos timicos de neona­
tos. Los ensayos de migraciôn se realizaron como se 
indica en la figura 13a. El porcentaje de migraciôn 
(ver apartado 10 de métodos) de células control (C) 
y estrés (S) se représenta como media ± S.E.M. de 
n=10 experimentos por triplicado. ** = p i 0.01.
IV.4.2.- Efecto del estrés sobre la migraciôn "in vitro" de células 
precursoras de médula ôsea frente a factores quimiotàcticos 
procedentes de sobrenadantes timicos de ratones adultos 
estresados y contrôles.
En estos ensayos de migraciôn se utilizaron células de médula ôsea 
y factores quimiotàcticos procedentes de sobrenadantes de cultivos de 
timos de ratones estresados y contrôles, obtenidos segûn se explica en 
los apartados III.6.3 y III.9, respectivamente. La migraciôn aparece 
expresada mediante dos paràmetros: nûmero de células migradas x 10"^ y 
porcentaje de migraciôn (calculado como hemos indicado anteriormente, 
restando la migraciôn no especlfica).
a) Migraciôn de células de médula ôsea de ratones control.
En la tabla XIV se analiza la migraciôn de células de médula ôsea 
de ratones control frente a factores quimiotàcticos timicos de ratones 
estresados y contrôles, obtenidos de sobrenadantes de cultivo de timo 
a una concentracciôn de 1.25 ml. de medio por timo, mostràndose las 
comparaciones entre las médias del nûmero de células migradas de los 
distintos grupos. El anàlisis de varianzas indica la existencia de 
diferencias significativas entre grupos (P(2.27)=99.34, piO.Ol). El 
nûmero de células que migran frente a factores quimiotàcticos 
estresados (CS) es significativamente inferior (psO.Ol) al nûmero de 
células migradas frente a factores control (CC). Ademàs, ambos valores 
son significativamente superiores (pSO.Ol) al valor de la migraciôn no 
especlfica, frente a medio (CM).
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Las diferencias significativas en el nûmero de células migradas de 
los distintos grupos frente a ambos factores con respecto al control 
se analizan en la figura 14.
TABLA XIV: MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATONES CONTROL.
CC CS CM
CELULAS
MIGRADAS X 10"= 90.41 ± 4.01 47.28 ± 3.52 23.54 ± 2.51
% MIGRACION 6.68 ± 0.23 2.36 t 0.16
CC = nûmero de células de médula ôsea de ratones control migradas 
frente al factor quimiotàctico timico de ratones control.
CS = nûmero de células de médula ôsea de ratones control migradas 
frente al factor quimiotàctico timico de ratones estresados.














Figura 14: Wgraciôn de células de médula ôsea control 
frente a factores quimiotàcticos timicos de 
ratones adultos estresados y contrôles. En los
ensayos de migraciôn 200 gl . de células control 
C5 X lo'ce l . / m l . )  se enfrentaron con 200 gl. de 
factores quimiotàcticos de ratones control y 
estresados o medio Iscove (apartado 6, 10 y 9 de 
métodos). Se representan células control migradas 
al factor quimiotàctico control (CC), al factor 
quimiotàctico estrés (CS) y al medio (CM) como 
media ± S.E.M. de n=10 experimentos por triplicado. 
p < 0.01.
b) Migraciôn de células de médula ôsea de ratones estresados.
En la tabla XV se analiza la migraciôn de células de médula ôsea 
de ratones estresados frente a factores quimiotàcticos procedentes de 
sobrenadantes timicos de ratones estresados y contrôles, obtenidos 
mediante cultivos de timo a una concentraciôn de 1.25 ml. por timo, 
mostràndose las comparaciones entre las médias del nûmero de células 
migradas de los distintos grupos. Existen diferencias significativas 
entre grupos (P(2.27)=107.13, psO.Ol). La actividad migradora de las 
células precursoras frente a los factores quimiotàcticos procedentes 
de sobrenadantes control y estrés sigue el mismo patrôn que en el caso 
de ratones control. El nûmero de células migradas frente a factores 
quimiotàcticos estresados es significativamente menor que frente a 
factores control (pSO.Ol). Asimismo, la actividad migradora de estas 
células frente a factores quimiotàcticos timicos (sean de ratones 
control 0 estrés), es significativamente mayor que en la migraciôn no 
especlfica frente a medio (SM).
En la figura 15 se indican las diferencias significativas en el 
nûmero de células migradas con respecto al control.
SC = nûmero de células de médula ôsea de ratones estresados 
migradas frente al factor quimiotàctico timico control.
SS = nûmero de células de médula ôsea de ratones estresados 
migradas frente al factor quimiotàctico timico estresado.
SM = nûmero de células de la médula ôsea de ratones estresados que 
migran frente al medio.
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TABLA XV: MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATONES ESTRESADOS
SC SS SM
CELULAS
MIGRADAS X 10"= 80.30 ± 1.58 53.68 ± 3.57 27.90 ± 1.99










Figura 15: Klgraciôn de células de médula ôsea estresada 
frente a factores sobrenadantes timicos de 
ratones adultos contrôles o estresados. En los
ensayos  ^de migraciôn 200 ij1. de células estrés 
(5 X 10 cel./ml.) se enfrentaron con 200 p l . de 
factores quimiotàcticos timicos de ratones control 
y estresados o medio Iscove (apartado 6, 10 y 9 de 
métodos). Se representan células estresadas m i g r a ­
das al factor quimiotàctico control (SC), al factor 
quimiotàctico estrés (SS) y al medio (SM) como 
media ± S.E.M. de n=10 experimentos por triplicado.
= p < 0.01.
c) Porcentaje de migraciôn de células de médula ôsea de ratones
control y estresados.
El anâlisis de varianzas para el paràmetro porcentaje de migraciôn
de células precursoras de la médula ôsea frente a factores
quimiotàcticos procedentes de sobrenadantes timicos de ratones 
estresados y contrôles (timos cultivados a una concentracciôn de 1.25 
ml. de medio por timo) indica la existencia de diferencias 
significativas entre grupos (F(3.36)=145.4, psO.Ol). El porcentaje de 
migraciôn de células precursoras de médula, tanto de ratones 
estresados (SS) como contrôles (CS), frente a factores quimiotàcticos 
timicos afectados por condiciones de estrés, disminuye 
significativamente (màs de dos veces, psO.Ol) comparado con factores 
control (5.24% y 6.68% frente a 2.58% y 2.37%). Ademàs, el porcentaje 
de migraciôn de células estresadas disminuye significativamente 
(psO.Ol) con respecto a células control, cuando se utiliza un factor 
quimiotàctico timico de ratones control. Cuando se enfrentan células 
control 0 estresadas con un factor quimiotàctico de ratones sujetos a 
estrés, no aparecen diferencias significativas en el porcentaje de 
migraciôn.
En la tabla XVI se indican las comparaciones entre las médias de 
los distintos grupos para el paràmetro porcentaje de migraciôn y 
donde, ahora CC, CS, SS y SC vienen expresadas como porcentaje de 
migraciôn.
Las diferencias significativas de los distintos grupos con 
respecto a los contrôles se representan en la figura 16.
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TABLA XVI: PORCENTAJE DE MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA FRENTE A 
FACTORES QUIMIOTACTICOS TIMICOS DE RATONES ESTRESADOS Y 
CONTROLES.
CC CS SS SC











Figura 16: Porcentaje de migraciôn frente a factores quimio­
tàcticos timicos de ratones adultos estresados y 
contrôles. Los ensayos de migraciôn se realizaron 
como se indica en las figuras 14 y 15. El porcen- 
migraciôn Cver apartado 10 de métodos) de 
control a factores control CGC) y a 
estrés CCS) y de células estresadas a 
control CSC) y a factores estrés CSS) se 
media ± S.E.M. de n=10 experimentos







d) Migraciôn de células de médula ôsea frente al factor quimiotàctico
estresado.
En la tabla XVII se analiza la migraciôn de células de médula ôsea 
de ratones control y estresados frente a factores quimiotàcticos 
timicos, que fueron obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos de 
timo de ratones estresados, utilizando un volumen de medio ajustado al 
peso del timo. El anàlisis de varianzas indica la existencia de 
diferencias significativas entre grupos (F(3.12)=32.03, piO.Ol). El 
nûmero de células control que migran frente a estos factores
quimiotàcticos estresados (CS) es significativamente superior (p^O.Ol) 
al nûmero de células estresadas migradas frente al mismo factor. 
También se observa que la migraciôn no especlfica, tanto en células
control (CM) como en células estrés (SM) difiere significativamente
(p^O.Ol) de la actividad migratoria de estas mismas células frente al 
factor.
El anàlisis de varianzas para el paràmetro "porcentaje de 
migraciôn", utilizando el factor quimiotàctico timico estresado,
révéla la existencia de diferencias significativas entre grupos 
(F(1.6)=32.77, psO.Ol). El porcentaje de migraciôn de células de 
ratones estresados disminuye significativamente (p30.01) con respecto a 
células control frente a este mismo factor.
Las diferencias significativas de los distintos grupos con 
respecto al control se representan en la figura 17a para el "nûmero de 
células" y en la figura 17b para el "porcentaje de migraciôn". En la
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figura 17b, CS y SS aparecen expresados como porcentaje de migraciôn.
TABLA XVII: MIGRACION DE CELULAS DE 
QÜIMIOTACTICO ESTRESADO.
MEDULA OSEA FRENTE AL FACTOR
CS CM SM SS
CELULAS
MIGRADAS X 10-= 90.79 ± 5.97 27.02 t 1.63 27.54 ± 3.13 50.59 ± 3.85
% MIGRACION 6.37 t 0.60 2.30 ± 0.38
es = nûmero de células de médula 6sea de ratones control migradas 
trente al factor quimiotâctico estresado 
CM = nûmero de células de médula ôsea de ratones control migradas 
trente al medio.
SS = nûmero de células de médula ôsea de ratones estresados 
migradas trente al factor quimiotâctico estresado.
SM = nûmero de células de médula ôsea de ratones estresados 















Figura 17a: Migraciôn de células de médula ôsea estresada y 
control trente a factores quimiotàcticos timicos 
de ratones adultos estresados. En los ensayos de 
migraciôn 200 de células control o estrés
(5 X 10^ cel./ml.) se enfrentaron con 200 jjl. de 
factor quimiotàctico de ratones estresados 
(apartados 6, 9 y  10 de métodos). S e  representan 
células control migradas al factor CCS) y  al 
medio (CM) y células estrés migradas al factor 
(SS) y al medio (SM) como media ± S.E.M. de n=4 










Figura 17b: Porcentaje de Migraciôn trente a factores 
quimiotàcticos timicos de ratones adultos 
estresados. Los ensayos de migraciôn se realiza- 
ron como se indica en la figura 17a. El p o rcen­
taje de migraciôn Capartado 10 de métodos) de 
células control (CS) y células estrés (SS) se 
représenta como media ± S.E.M. de n=4 e x p eri men­
tos . = p i O . O l .
IV.5.- BSTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES DE INMOVILIZACIOM SOBRE LA 
ACTIVIDAD DE ENZIMAS MARCADORAS DE LA HADURACION DE LOS 
LINPOCITOS T.
En este ûltimo apartado se presentan los niveles de actividad 
enzimàtica de cuatro enzimas, consideradas como marcadoras de la 
maduraciôn de los linfocitos T: 5'Nucleotidasa (5'-NT),
N-acetil-3-glucosaminidasa (NABG), 0-glucuronidasa (BG) y Serin 
esterasa (SE).
Ratones C57BL/6 sometidos a estrés de inmovilizaciôn o mantenidos 
bajo minimas condiciones de estrés (apartados III.2 y III.4) fueron 
sacrificados tras la finalizaciôn del periodo experimental. El timo 
fue retirado y se procediô a la separaciôn de subpoblaciones timicas 
(maduras e inmaduras, apartado III.6). Los extractos celulares se 
mantuvieron almacenados a -80<>C hasta su utilizaciôn en la
determinaciôn de actividades enziméticas (con un nûmero de muestras 
que oscilô entre 5 y 10, apartado III.13).
En todas las determinaciones las abreviaturas utilizadas son las 
siguientes:
S-PNA+ = actividad de cada una de las enzimas en células PNA+ de 
ratones estresados.
S-PNA~ = actividad de cada una de las enzimas en células PNA~ de 
ratones estresados.
C-PNA+ = actividad de cada una de las enzimas en células PNA+ de 
ratones contrôles.
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C-PNA” = actividad de cada una de las enzimas en células PNA“ de 
ratones contrôles.
IV.5.1.- Actividad 5'-nucleotidasa (5'-NT).
La actividad de la enzima 5'-NT, calculada por el método de 
Arkesteijn (apartado III.13.2) se expresa en mU/10®células.
Los resultados obtenidos indican que esta actividad en timocitos 
PNA+, no présenta diferencias significativas (F(1.8)=0.88, NS) entre 
ratones estresados y contrôles. Asimismo, tampoco se encuentran 
diferencias significativas en la subpoblaciôn de timocitos PNA~ de 
ratones estresados y contrôles (F(1.8)=0.73, NS). Por lo tanto, no hay 
diferencias significativas entre timocitos de ratones estresados y 
contrôles, tanto en células PNA+ como PNA", con respecto a los niveles 
de actividad enzimâtica 5'-NT.
Finalmente, se puede observer que los timocitos PNA+ presentan 
menores niveles de actividad que los PNA~, lo que indica que la 
actividad de esta enzima se increments con la maduracién, coincidiendo 
con los resultados obtenidos por otros autores (138).
En la tabla XVIII se muestran las comparaciones entre las médias 
de los valores de actividad de la enzima 5'-NT para los distintos 
grupos expérimentales.
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Las variaciones de actividad de la enzima 5’-nucleotidasa en los 
grupos estresados con respecto al control aparecen representados en la 
figura 18.
TABLA XVIIII ACTIVIDAD 5'NT (mU/10®células)
S-PNA+ C-PNA+ S-PNA- C-PNA-










C-PNA+ S-PNA+ C-PNA- S-PHAT
Figura 18 : Efecto del estrés sobre la actividad 5' NT.
Alicuotas de 70 gl. de extractos de células PNA+ 
estresadas CS-PNA+) y contrôles CC-PNA+) y células 
PNA- estresadas CS-PNA-) y contrôles CC-PNA-) se 
utilizaron para medir la actividad 5 '-NT por el 
método de Arkesteijn (apartado 13.2 de métodos), y 
se représenta como media ± S.E.M. de n=5 
e x p e r i m e n t o s .
IV.5.2.- Actividad N-acetil-6-glucosaminidasa (NABG).
La actividad NABG se déterminé en las subpoblaciones timicas PNA+ 
y PNA", utilizando el método de Yakata (apartado III.13.3). La 
actividad de la enzima NABG se expresa en mU/10*células.
El anàlisis de varianzas indica que no existen diferencias 
significativas en la actividad de la enzima N-acetil-g-glucosaminidasa 
de ratones contrôles y estresados, y tanto en células PNA+ 
(P(1.18)=1.33, NS) como en células PNA" (F(1.8)=0.02, NS).
SI existen variaciones de esta actividad entre timocitos maduros e 
inmaduros, observàndose un aumento entre 4 y 5 veces de células PNA" a 
células PNA* (de 3.22 y 2.69 a PNA+ hasta 13.44 y 14.14 en PNA", de 
ratones estresados y contrôles respectivamente), confirmando que esta 
actividad enzimàtlca incrementa con la madurez de las subpoblaciones 
timicas (137).
Las comparaciones entre las médias de los niveles de la actividad 
NABG de los distintos grupos expérimentales se indican en la tabla 
XIX.
En la figura 19 se representan las variaciones de actividad de la 
enzima NABG en los grupos estresados con respecto al control.
“174“
TABLA XIX: ACTIVIDAD NABG (mU/10"células)
S-PNA+ C-PNA+ S-PNA- S-PNA-



















Figurais : Efecto del estrés sobre la actividad NABG.
Alicuotas de 35 i^l. de extractos de células PNA+ 
estresadas CS-PNA+) y contrôles CC-PNA+) y células 
PNA- estresadas (S-PNA-) y contrôles CC-PNA-) se 
utilizaron para medir la actividad NABG por el 
método de Yakata Capartado 13.3 de métodos), y se 
représenta como media ± S.E.M. de n=5 CPNA-) y 
n = 10 CPNA+) experimentos.
IV.5.3.- Actividad 6-glucuronidasa (0G).
La actividad de la enzima BG se expresa en U/10®células y fue 
determinada en subpoblaciones timicas de ratones estresados y 
contrôles siguiendo el método propuesto por Fishman y colaboradores 
(apartado III.13.4).
La aplicaciôn del estrés no révéla diferencias significativas con 
respecto a ratones control (F(l.14)=0.48, NS) de la actividad BG en 
timocitos PNA+. Tampoco se observan diferencias significativas 
(F(1.8)=0.2, NS) en los niveles de actividad enzimâtica en timocitos 
PNA" de ratones estresados frente a contrôles.
Esta glucidasa, al igual que la enzima NABG, présenta un 
incremento de su actividad con la madurez (137). Nuestros resultados 
indican un aumento entre dos y . très veces de timocitos PNA+ a 
timocitos PNA" (8.41 y 6.75 frente a 33.84 y 40.26, respectivamente), 
observàndose un aumento del mismo orden ya sean ratones estresados o 
contrôles.
En la tabla XX se representan las comparaciones entre las médias 
de los valores de esta actividad enzimàtica de los distintos grupos 
expérimentales.
Las variaciones de actividad de la enzima 0-glucuronidasa en los 
grupos estresados frente al control se indican en la figura 20.
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TABLA XX: ACTIVIDAD BG (U/10«céIuIas)
S-PNA+ C-PNA+ S-PNA- C-PNA-
















Figura 20 : Efecto del estrés sobre la actividad BG, Alicuotas 
de 40 g l . de extractos de células PNA+ estresadas 
(S-PNA+) y contrôles CC-PNA+) y  de células PNA- 
estresadas CS-PNA-) y contrôles (C-PNA-) se 
utilizaron para medir la actividad BG por el método 
de Fishman Capartado 13,4 de métodos), y  se 
représenta como media ± S.E.M. de n=8 CPNAf) y 
n = 5 CPNA-) experimentos.
IV.5.4.- Actividad serin esterasa (SE).
La actividad de la enzima SE se expresa en U/2xlO? células 
(apartado III.13.5) y se déterminé siguiendo el método utilizado por 
Pasternack y Eisen (139).
El anàlisis de varianzas indica que no existen diferencias 
significatives en los niveles de actividad enzimàtica de timocitos de 
ratones estresados y contrôles, y esto tanto en subpoblaciones PNA+ 
(F(1.14)=2.12, NS) como subpoblaciones PNA" (F(1.8)=0.19, NS).
Finalmente, los resultados obtenidos muestran que la actividad 
serin esterasa se duplica de timocitos PNA'*’ a PNA", observàndose que 
la aplicaciôn del estrés de inmovilizaciôn no modifica este incremento 
de la actividad observado en los ratones control.
En la tabla XXI se indican las comparaciones entre las médias de
los valores de actividad serin esterasa de distintos grupos
expérimentales.
Las variaciones de actividad de la enzima SE en timocitos de
ratones estresados con respecto a los individuos control se représenta
en la figura 21.
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TABLA XXI: ACTIVIDAD SB (U/2xlD''células)
S-PNA+ C-PNA+ S-PNA- C-PNA"















Figura 21 : Efecto del estrés sobre la actividad SE. Alicuotas 
de 100 ^1. de extractos de células PNA+ estresadas 
CS-PNA+) y contrôles CC-PNA+) y de células PNA- 
estresadas (S-PNA-) y contrôles CC-PNA-) se 
utilizaron para medir la actividad SE (apartado 
13.5 de métodos), y se représenta como media 
± S.E.M. de n=8 CPNA+). y n = 5 CPNA-)
e x p e r i m e n t o s .
V DISCUSION
La bûsqueda de un modelo adecuado de estrés es une de los mayores 
problemas que se plantean en este tipo de estudios, ya que se deben 
tener en cuenta tanto las numerosas variables que determinan que las 
condiciones establecidas sean estresantes o no, como los efectos que 
el estresante escogido ejerce sobre parâmetros diverses. En trabajos 
de experimentaciôn con animales, no siempre esté claro si el grupo que 
es considerado como control (es decir, mantenido bajo minimas 
condiciones de estrés) esté expuesto, de hecho, a agentes estresantes 
no controlados o desconocidos por el experimentador. Existen una gran 
variedad de factores externes, présentes en las condiciones normales 
de laboratorio, que pueden resultar estresantes para el animal, por lo 
que las condiciones de mantenimiento de los animales deben estar bien 
establecidas pues varian las respuestas y comportamientos animales 
segûn las diferentes condiciones (21). La simple manipulaciôn de los 
animales lleva inherente la presencia de niveles de estrés, que 
producen variaciones de los mecanismos inmunes (26), por lo que se 
tuvo la precauciôn de no manipuler innecesariamente a los animales.
Los animales se mantuvieron en un nûmero entre cuatro y seis por 
jaula para evitar los efectos estresantes que producen factores 
sociales como el aislamiento o el hacinamiento (157), ya que han sido 
observadas respuestas inmunes diferentes en animales que viven solos o 
en grupos (36) y comportamientos alterados en ratones bajo condiciones 
de hacinamiento (158), a la vez que se observan respuestas de 
anticuerpos reducidas y elevaciôn del nivel de esteroides (26). Un
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parémetro como el peso de las càpsulas suprarrenales, que es 
considerado indicativo de estados de estrés, varia con el nûmero de 
animales por jaula (159).
Por otro lado, se tuvo la precauciôn de mantener en habitaciones 
separadas los animales control y los sujetos a condiciones de estrés 
(160) para evitar la existencia de estimulos olfativos y auditives 
procédantes de otros animales, impidiendo asi la comunicaciôn del 
estrés de ansiedad a los individuos control, ya que han sido 
observadas respuestas semejantes en ambos grupos, cuando eran 
mantenidos en la misma habitaciôn (161).
Los animales se decapitaron de forma inmediata a la finalizaciôn 
de la aplicaciôn del estrés o una vez concluido el periodo 
experimental, no transcurriendo desde el inicio del proceso màs de 
très minutos y la sangre se recogiô para la determinaciôn de 
corticosterona, con ello se pretendiô evitar el aumento de esta 
hormona en sangre observado por algunos autores después de cinco 
minutos de manipulaciôn (28, 93, 148). Asi, los niveles basales de
corticosterona no excedieron los 5 pg./lOO ml., siendo la media de 4.5 
)ig./100 ml. (frente a los valores de 0-3.5 )lg./100 ml. que presentan 
animales mantenidos en sistemas antiestrés, a prueba de ruidos y 
olores) (148).
Todos los experimentos y la muerte de los animales se realizaron a 
la misma hora del dia para reducir la interferences de los posibles 
ritmos circadianos. Son bien conocidas las variaciones diarias de
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hormonas como la adrenalina, noradrenalina y corticosterona, que 
indican una periodicidad circadiana en el funcionamiento del eje 
pituitaria-adrenal, asi han sido observadas variaciones diurnas en los 
contenidos plasmàticos basales de ambas catecolaminas y, ademàs, una 
variaciôn circadiana de la corticosterona que présenta un pico 
coincidence con el inicio de la actividad fisica (162). La aplicaciôn 
del estrés fue realizada siempre entre las 10.00 y las 12.00 a.m. para 
evitar, asi mismo, los efectos circadianos. Relacionado con esto son 
conocidas las diferencias de actividad de los animales segûn el ciclo 
de luz, siendo la actividad diurna menor en el caso de los roedores. 
La simple reversiôn en los ritmos de actividad del comportamiento, 
producida por la aplicaciôn diurna del estrés, ya actûa como 
estresante (163) y, asi, existen datos que indican tanto la mayor 
incidencia de ûlceras en ratas sometidas a inmovilizaciôn nocturna, es 
decir, cuando su actividad es mayor (164) como la existencia de 
mayores efectos derivados de la aplicaciôn del estrés por la mafiana en 
lugar de la tarde (165).
Otra de las variables que se deben tener en cuenta en los modelos 
de estrés es la raza utilizada, ya que existen predisposiciones 
genéticas que controlan una respuesta determinada. Por ello nosotros 
hemos circunscrito nuestro trabajo a una raza murina muy utilizada en 
estudios inmunolôgicos, la C57BL/6.
También se debe sefialar que la edad es un factor importante en la 
producciôn de cambios en la funciôn endocrina que pueden alterar la 
respuesta del sistema inmune al estrés (166), asi como la existencia
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de involucîôn tiroica con la edad; para evitar en lo posible todo esto 
los estudios se realizaron en adultos jôvenes (entre 5 y 7 semanas de 
edad).
Finalmente, se debe tener en cuenta la importancia del sexo como 
variable en los estudios de estrés, ya que existe una respuesta 
diferencial al estrés segûn el sexo. Numerosas observaciones apoyan la 
existencia de esta respuesta dependiente del sexo, asi los roedores 
hembras presentan mayores niveles de inmunoglobulinas que los machos 
(62) y ademàs, poseen adrenales màs grandes y màs elevados y variables 
niveles de corticosterona (28). También el timo présenta en las 
hembras un peso superior (65) y, asimismo, es bien conocido el hecho 
de que hormonas como glucocorticoides y progesterona son 
sexodependientes (167). Por todo esto, nosotros hemos realizado este 
estudio utilizando ûnicamente ratones machos de la raza C57BL/6.
La uniôn a la aglutinina de cacahuète (PNA) ha sido considerada 
como marcador de inmadurez para timocitos de rata y ratôn e incluso 
humanos, y ha sido utilizado como método adecuado para la separaciôn 
de subpoblaciones linfoides timicas, ya que màs del 95% de los 
timocitos aglutinados son inmaduros, mostrando un fenotipo TL», Lyt 
1+2+3+, mientras que la fracciôn no aglutinada, que es màs 
heterogénea, présenta mayormente los fenotipos màs diferenciados TL", 
Lyt l"2+3+ (12%) y TL”, Lyt 1+2-3" (60%), comûnmente maduras
circulantes, a pesar de contener un 10-20% de células maduras (84, 
134, 150).
-187-
V.I.- BSTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DE LA APLICACION DE TRES AGENTES 
ESTRESANTES SOBRE DIFERENTES PARAMETROS.
Nuestros resultados indican que todos los parâmetros estudiados 
resultan afectados por los très tipos de estresantes aunque con 
diferentes signos e intensidad dependiendo del estresante utilizado.
Encontramos que el estrés de inmovilizaciôn es el ûnico que 
correlaciona sus respuestas con los efectos apuntados por Selye: 
involuciôn del timo y del bazo, disminuciôn del peso corporal, 
incremento en el peso de las glândulas adrenales y altos niveles de 
corticosterona en plasma. Estas consecuencias fisiolôgicas, mediadas 
por el estrés, tienen efectos adversos en elementos importantes del 
sistema inmunolôgico, que pueden dar lugar a situaciones de 
inmunocompetencia en procesos cancerosos, infecciones viricas y otras 
enfermedades bajo control inmunolôgico (148). Durante este tipo de 
estrés se produce un descenso significative del incremento del peso 
corporal con respecto al control, no relacionado segûn otros autores 
con una menor ingestiôn de comida (168), indicando que afecta a la 
razôn de crecimiento del individuo. Por otra parte, el aumento de 
hasta ocho veces del nivel de corticosterona en plasma, que es un 
importante marcador de situaciones de estrés, va acompaSado de 
hipertrofia adrenal.
La nataciôn forzada es el agente estresante con menor influencia 
en los parâmetros estudiados; produce efectos en la misma direcciôn
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que el estrés de inmovilizaciôn pero que ûnicamente resultan 
significatives con respecto al control en el incremento del peso 
corporal y sobre todo en el nivel de corticosterona en plasma (que se 
ve aumentado hasta 5 veces). Esto puede ser debido a dos factores: uno 
de ellos es la capacidad de control del agente estresante por el 
individuo que puede influir en los distintos parâmetros metabôlicos 
(169), la posibilidad de movimiento y respuesta en el estrés de 
nataciôn con respecto al de inmovilizaciôn podrla influir en la mayor 
respuesta observada en este ûltimo tipo de estrés. El otro factor 
puede ser la duraciôn del estrés, diferente segûn el agente estresante 
utilizado y que détermina la intensidad de la respuesta (42, 48), y 
que en el caso del estrés de nataciôn es de cinco minutos frente a los 
90 minutos del estrés de inmovilizaciôn.
El estrés de frio no muestra la tipica respuesta de estrés ya que 
induce un incremento de peso de las glândulas linfoides estudiadas, al 
contrario que los otros dos agentes estresantes utilizados. Este 
aumento del peso de las glândulas va acompaSado de un incremento en el 
nûmero de linfocitos con respecto al control, que podrla producir una 
inmunopotenciaciôn que explicaria los resultados de Burchfield y 
colaboradores (27) sobre la disminuciôn del tamafio de tumores virales 
en ratas sometidas a estrés de frio. Estos resultados no parecen 
relacionar el aumento de corticosterona (hasta cuatro veces el valor 
del control) con la involuciôn timica. El incremento de corticosterona 
podrla ser explicado como una respuesta emocional o neurogénica a un 
ambiante novedoso y desagradable mâs que una respuesta al frio en si 
mismo, ya que individuos sometidos a frio, en los que se ha eliminado
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el componente emocional, muestran inhibiciôn de la secreciôn de 
corticosteroides adrenales (170).
La aplicaciôn de los très tipos de estrés de forma aguda, es decir 
una exposiciôn frente a las 14 del estrés crônico, (datos no 
mostrados) no révéla diferencias significativas con respecto al 
control en los parâmetros estudiados, excepto en los niveles de 
corticosterona, que alcanzan valores semejantes a los obtenidos en el 
estrés crônico, lo que parece indicar que se requiere una exposiciôn 
continuada para producir efectos depresores en el sistema inmune, pero 
no para una estimulaciôn adrenocortical.
También hemos encontrado que los cambios inducidos en el peso del 
timo por los distintos agentes estresantes estân relacionados con 
variaciones en el nûmero de timocitos inmaduros (PNA+) mientras que el 
nûmero de timocitos maduros (PNA~) se mantiene constante. Estos 
resultados indican que el mecanismo sugerido por Hall y colaboradores 
(72) no tiene lugar. Este mecanismo postula que las hormonas timicas 
contrarrestan los efectos inmunosupresores de los corticosteroides 
bloqueando la uniôn del esteroide a su receptor y convirtiendo 
linfocitos esteroide-sensibles en linfocitos esteroide-resistentes, lo 
que tendria que reflejarse en un incremento del nûmero de células 
maduras.
La involuciôn timica y la linfocitopenia provocada por la 
aplicaciôn de algunos agentes estresantes como el de inmovilizaciôn 
podrla ser explicada al menos mediante très posibles mecanismos:
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disminuciôn de la migraciôn de células precursoras linfoides desde los 
tejidos linfopoyéticos al timo (96, 122), aumento de la emigraciôn de 
los timocitos desde el timo a la circulaciôn y otros ôrganos linfoides 
(92, 144) y muerte celular en la glàndula timica (78, 82). Aunque
tradicionalmente la teoria mâs aceptada ha sido la muerte celular, 
producida a través de la degradaciôn del DMA por altos niveles de 
corticosteroides, existen otras teorias que se deben tener en cuenta, 
por ello hemos intentado estudiar y eliminar, si se pudiese, alguna de 
estas posibilidades.
V.2.- EFECTO DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE EL DNA DE TIMOCITOS 
MURINOS.
La involuciôn timica y la desapariciôn de pequefios timocitos 
corticales (inmaduros) han sido asociadas, durante mucho tiempo, con 
la elevaciôn de los corticosteroides adrenales (28), y el hecho de que 
los timocitos inmaduros, afectados por el estrés, sean sensibles a la 
corticosterona parece indicar un efecto de los altos niveles de 
corticosterona alcanzados durante el estrés sobre estos timocitos. 
Asi, apoyando la teoria de muerte celular existen datos, obtenidos por 
diversos autores, que indican la degradaciôn de proteinas, RNA y DNA 
de linfocitos de rata, por inyecciôn de corticosteroides exôgenos 
(80-82). El DNA era degradado mediante la producciôn de cortes en 
lugares internucleosomales que generan un conjunto de fragmentes de 
DNA de bajo peso molecular. Estas degradaciones constituirlan una de 
las fases del proceso endôgeno suicida provocado por la actividad
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linfDcitolitica de los glucocorticoides (78, 79).
Sin embargo, el an&lisis del DMA de timocitos de ratones C57BL/6, 
sometidos a estrés de inmovilizaciôn, que era el que producla efectos 
màs intenses y unos mayores niveles de corticosterona en plasma, no 
révéla seSal alguna de degradaciôn apareciendo el DMA como una ûnica 
especie de alto peso molecular en el anàlisis electroforético, y esto 
tanto en timocitos totales como en subpoblaciones maduras e inmaduras. 
Asl pues, los niveles de corticosterona alcanzados durante el estrés, 
parecen no ser suficientes para producir la degradaciôn del DMA, 
aunque la muerte celular podria producirse por alguna otra causa. Esta 
ûltima idea està sostenida por observaciones como la presencia de 
atrofia tlmica y desapariciôn de células corticales no abolidas por 
adrenalectomia (171) o los datos obtenidos por McPhee y colaboradores 
(121) indicando que la lisis de células corticales por exposiciôn 
sistemàtica a glucocorticoides no dependia de éstos, pues continuaba 
en animales adrenalectomizados.
V.3.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA Y LA APLICACION DEL 
ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE DIFERENTES PARAMETROS.
Con el fin de profundizar en el estudio de los mecanismos 
implicados en la modulaciôn del sistema inmune por el estrés, 
realizamos experiencias de aplicaciôn de estrés de inmovilizaciôn en 
animales adrenalectomizados y, asl, poder observar los efectos que la 
ausencia de corticosteroides produce en el sistema inmune del animal
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estresado.
En los resultados expuestos anteriormente encontramos que todos 
los paràmeros estudiados resultan afectados por el estrés de 
inmovilizaciôn y la adrenalectomia. Los efectos en timo, bazo e 
incremento del peso corporal siguen la misma direcciôn que los 
observados en ratones estresados y no adrenalectomizados. El estrés de 
inmovilizaciôn produce un descenso significative del incremento del 
peso corporal en animales adrenalectomizados, que es del mismo orden 
que el observado en animales sin operar y sometidos a inmovilizaciôn. 
Asimismo, los grupos control adrenalectomizado y falsamente 
adrenalectomizado presentan un descenso, aunque menor, en el peso 
corporal con respecte al control, que puede ser explicado por los 
efectos derivados del estrés quirûrgico (44, 47, 55, 57). En cuanto a
los dos ôrganos linfoides, timo y bazo, la ausencia de càpsulas 
suprarrenales no évita la involuciôn tlmica provocada por el estrés, 
que ademàs es del mismo orden que la observada en presencia de 
adrenales. Los grupos contrôles sometidos a cirugia no presentaban 
efectos depresores en los dos ôrganos linfoides estudiados, quizà 
debido a los efectos agudos del estrés quirûrgico y al tiempo 
transcurrido desde la operaciôn, necesitàndose una exposiciôn mâs 
continuada para inducir la involuciôn. Es de destacar el mayor nivel 
de corticosterona en plasma encontrado en animales falsamente 
adrenalectomizados con respecto al control no operado, posiblemente 
derivado del estrés quirûrgico pero que no va acompaKado de 
hipertrofia adrenal. Este ûltimo dato es coïncidente con los obtenidos 
por otros autores en individuos sujetos a estrés de hacinamiento
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(157).
La disminuciôn en el peso del timo, esté acompafiada por una 
disminuciôn en el nûmero de linfocitos T, que afecta tanto a la 
subpoblaciôn madura como a la inmadura, aunque las diferencias en el 
nûmero total de células se deben mayormente a los timocitos inmaduros.
La ausencia de involuciôn tlmica en animales sometidos a estrés de 
frio (que sin embargo presentan altos niveles de corticosteroides), el 
anâlisis del DMA de alto peso molecular de timocitos de ratones 
estresados y los resultados obtenidos en animales adrenalectomizados 
sometidos a estrés, indican que la corticosterona parece no estar 
implicada en el proceso de involuciôn tlmica ligado al estrés, 
sugiriendo que puede existir algûn otro agente distinto que sea 
responsable de estas involuciones, lo que es de gran importancia al 
ser el timo fundamental en la inmunocapacitaciôn del individuo.
Otros datos como la supresiôn de la estimulaciôn de linfocitos por 
mitôgenos, inducida por el estrés, independientemente de la existencia 
de càpsulas (93) apoyan la participaciôn de mecanismos independientes 
de los corticosteroides adrenales en la modulaciôn de la inmunidad por 
el estrés. La regeneraciôn del timo en animales viejos 
orquidectomizados, incluso utilizando tratamientos con corticosterona, 
indica que el côrtex adrenal no parece desempeKar un papel fundamental 
e introduce una posible funciôn de las gônadas, en especial los 
testiculos (64-66). Ademàs, es bien conocida la atrofia timica 
producida por esteroides gonadales (67). Otras alteraciones hormonales
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adicionales podrian explicar los efectos del estrés en el sistema 
inmune.
Ante estos resultados nos propusimos estudiar la posible 
participaciôn de otros mecanismos, independientes de los 
corticosteroides, en la involuciôn timica producida bajo condiciones 
estresantes.
V.4.- ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE LA 
MI6RACI0N DE CELULAS PRECURSORAS AL TIMO.
Es bien conocida la importancia del proceso de migraciôn en el 
desarrollo de la inmunocompetencia y capacitaciôn de los linfocitos T 
en el timo. La alteraciôn de los patrones de migraciôn podria ser, por 
tanto, fundamental en la explicaciôn de los efectos que ejerce el 
estrés en el sistema inmune. Esta migraciôn de células precursoras es 
una respuesta quimiotàctica a ciertos factures timicos que orientan 
esta migraciôn e inducen comportamientos celulares invasivos. Los 
factures quimiotâcticos, que hemos utilizado en los ensayos de 
migraciôn, proceden de sobrenadantes de cultivos de timo de ratones 
recién nacidos o adultos, estresados y contrôles, y presentan una 
actividad quimiotàctica especifica que ha sido probada previamente por 
otros autores (105, 146), que, ademàs, lo han purificado parcialmente 
(105), concluyendo que el factor activo es un pequefio péptido con un 
peso molecular menor de 10.000 daltons.
-195-
V.4.I.- Efecto del estrés sobre la migraciôn "in vitro" de células de 
médula ôsea trente a factores quimiotâcticos procédantes de 
sobrenadantes timicos de neonatos.
Los ensayos de migraciôn realizados confirman que la migraciôn 
hacia los factores quimiotâcticos timicos es un proceso quimiotàctico, 
es decir un desplazamiento orientado gracias a una sustancia 
quimiotàctica, pues difiere significativamente de la quimiocinesis o 
movimiento no especifico y no direccional hacia el medio Iscove y 
esto, tanto para células de ratones estresados como contrôles. Aunque 
las células de médula ôsea de ratones estresados presentan una 
migraciôn no especifica menor que los contrôles, ésta no résulta 
significativa. El estrés de inmovilizaciôn induce una disminuciôn del 
nûmero de células precursoras de médula ôsea que migran 
especificamente trente al factor quimiotàctico (130.57 trente a 51.63 
X 10“’ células) con respecto a las células de individuos control. Esta 
disminuciôn puede explicar ese 50% de involuciôn timica présente en 
ratones estresados (173.0 trente a 61.70 x 10“® células). Cuando los 
datos se presentan en porcentaje de migraciôn, la reducciôn de la 
migraciôn con el estrés se eleva hasta aproximadamente cuatro veces 
(de 9.16% a 2.35%), pues se ha restado la migraciôn no especifica, que 
en individuos estresados es menor aunque no résulta una disminuciôn 
significativa con respecto al grupo control.
La inhibicïôn de la migraciôn bajo condiciones de estrés puede 
deberse a que los factores quimiotâcticos disminuyan su actividad o su 
producciôn o a que las células precursoras estén alteradas o presenten
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alteraciones en su sistema de reconocimiento. Los resultados obtenidos 
utilizando factores quimiotâcticos de neonatos indican que esta 
inhibiciôn es célula-asociada, pues los mismos factores quimiotâcticos 
han sido usados en todos los experimentos. Podria ser que el sistema 
de reconocimiento inherente a la propia célula estuviese afectado, lo 
que estaria apoyado por los datos obtenidos por Haar y colaboradores 
(146) sobre la capacidad migratoria disminuida de células de médula 
ôsea de ratones "motheaten" en respuesta a sobrenadantes timicos. 
Estos ratones inmunodeficientes presentan una involuciôn timica 
prematura, que no se debe a una actividad defective de los factores, 
ya que los sobrenadantes timicos "motheaten" son quimioatractivos para 
células normales, sino mâs bien estâ relacionada con la incapacidad de 
esas células de responder a las sefiales del timo, a lo que hay que 
aKadir el hecho de que los timos "motheaten" pueden ser repoblados por 
células de donadores normales y no por células "motheaten".
V.4.2.- Efecto del estrés sobre la migraciôn "in vitro" de células de 
médula ôsea frente a factures quimiotâcticos procedentes de 
sobrenadantes timicos de ratones adultos estresados y 
contrôles.
Para profundizar mâs sobre el tema hemos estudiado el efecto del 
estrés de inmovilizaciôn sobre los factores quimiotâcticos y su 
capacidad de inducir la migraciôn, intentando dilucidar si esta 
inhibiciôn de la migraciôn es debida a alteraciones de los factores 
quimiotâcticos, para ello se realizaron experimentos de migraciôn 
utilizando factores quimiotâcticos procedentes de sobrenadantes de
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cultivos de timo de ratones adultos estresados y contrôles, a una 
concentraciôn de 1.25 ml. de medio por timo. Cuando se utiliza un 
factor quimiotàctico timico control se observa una disminuciôn 
significativa (11.2%) en el nûmero de células migradoras de ratones 
estresados frente a células control, que aunque no alcanza el valor 
observado en respuesta a factores procedentes de neonatos (60.4% de 
disminuciôn) apoya la idea de inhibiciôn célula-asociada. Los datos 
expresados como porcentaje de migraciôn siguen el mismo patrôn de 
variaciôn que se observa en el nûmero de células. Hay una disminuciôn 
significativa del porcentaje de células estresadas que migran frente a
factor control con respecto a células control (5.24% frente a 6.68%)
pero que no alcanza la disminuciôn observada frente a factores 
quimiotâcticos de neonatos.Sin embargo, aparentemente parece que estos 
factores estàn afectados pues la capacidad migratoria de las células 
control y estrés decrece significativamente frente a la utilizaciôn de 
un factor quimiotàctico timico de ratones control. Esto podria ser 
debido a una menor actividad quimiotàctica o a una menor producciôn 
del factor por timos estresados. No obstante debemos apuntar que esta 
aparente menor actividad del factor quimiotàctico estresado 
posiblemente se debe a la menor concentraciôn de éste con respecto al 
control, ya que la misma cantidad de medio fue utilizada en el cultivo 
(1.25 ml/timo) y se debe tener en cuenta que los timos estresados 
presentan aproximadamente la mitad del peso y del nûmero de células 
que los timos control (42.50 mg. y 61.7 x 10“* células en estresados 
frente a 74.84 mg. y 173 x 10“* células en contrôles).
Para comprobar si esta inhibiciôn era debida a la presencia de un
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menor nûmero de células en el timo estresado, hemos obtenido factores 
quimiotâcticos a partir de sobrenadantes procedentes de cultivos de 
timos estresados, donde la cantidad de medio utilizado en el cultivo 
se calcula a partir del peso del timo (teniendo como referenda 1 timo 
control/1.25 ml. de medio) y hemos encontrado que la respuesta 
migratoria de células de médula ôsea control y estresada, frente a 
estos factores quimiotâcticos procedentes de sobrenadantes timicos de 
ratones estresados, es diferente. Mientras que el nûmero de células de 
médula ôsea control migradas es de 90.79 x 10“’ células, del mismo 
orden que frente a un factor quimiotàctico control (90.41 x 10“’ 
células, apartado IV.4.2), la médula ôsea estresada présenta una 
respuesta significativamente menor que la médula control frente a 
estos mismos factores estresados (50.59 x 10“’ células). En los datos 
expresados como porcentaje, se observa esta misma disminuciôn de las 
células estresadas con respecto a las células control (2.3% frente a 
6.37%) y, ademàs, que el porcentaje de migraciôn de las células de 
médula ôsea control frente a este factor estresado (6.37%) es del 
mismo orden que frente a un factor control (6.68%, apartado IV.4.2).
Finalmente se observa una disminuciôn del nûmero de células 
migradoras frente a factores quimiotâcticos timicos de ratones adultos 
control (90.41 x 10“’) en comparaciôn con los factores de neonatos 
(130.57 X 10“’), lo que parece razonable dada la necesidad de una 
mayor actividad quimiotàctica durante el periodo fetal y en el momento 
del nacimiento para poblar el timo (102). Esta disminuciôn de la 
migraciôn también es observada en porcentaje de migraciôn (6.68% 
frente al 9.16% encontrado con factor quimiotàctico de neonatos).
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Por otro lado y en relaciôn con el estudio de los cambios en los 
patrones de migraciôn, se ha postulado el papel de los factores 
timicos en la alteraciôn de estos patrones. Apoyando esto, existen 
datos observados por algunos autores como Sckotnoski (112) sobre el 
incremento en la producciôn del factor inhibidor de la migraciôn por 
linfocitos periféricos, debido a hormonas tlmicas. Asl, variaciones de 
estas hormonas como la fracciôn 5 de timosina o ax por el estrés 
podrian regular estos patrones de migraciôn. Monokinas e IL-1 inhiben 
y aumentan respectivamente la migraciôn de linfocitos humanos (147) y 
factores timicos afectan indirectamente a la hemopoyesis (112). 
Relacionado con esto, la realizaciôn de estudios sobre la producciôn 
de mRNA y péptidos de timocitos y células epiteliales tlmicas bajo 
condiciones de estrés puede ser interesante para profundizar en el 
papel de estos factores en la migraciôn y capacitaciôn de los 
linfocitos T. La involuciôn timica podria deberse a una regulaciôn 
génica que afectarla a la sintesis de determinados péptidos, siendo 
probablemente las hormonas tlmicas las mâs afectadas por su 
participaciôn en la maduraciôn de los linfocitos T.
Incidiendo en este tema, a pesar de los datos que indican la 
presencia de involuciôn timica en animales adrenalectomizados 
sometidos a estrés y el aumento del peso timico en presencia de altos 
niveles de corticosterona en animales sujetos a estrés de frio, 
algunos autores han puesto de manifiesto la importancia de los 
glucocorticoides en la inhibiciôn de la migraciôn, a través de la 
disminuciôn del nûmero de células repobladoras del timo a partir de la
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médula ôsea (122). Otros datos implican a los glucocorticoides como 
inhibidores de migraciôn de linfocitos T esplénicos y periféricos 
(97), independientemente de la lisis celular, aunque otros procesos 
moleculares o subcelulares como receptores de superficie, actividad 
esterasa, niveles de nucleôtidos ciclicos, ensamblaje de microtûbulos 
0 actividad de los microfilamentos podrian estar implicados (97). 
Ademàs, segûn Khaitov y colaboradores (96) la eliminaciôn de la 
funciôn adrenal résulta en un incremento de la migraciôn de las 
células precursoras desde la médula ôsea a la sangre y de ahi al bazo. 
Parece que el eje hipôfiso-adrenal contrôla al menos en parte esta 
migraciôn, pues se ha comprobado que el estrés y la inyecciôn de ACTH 
inhiben la migraciôn (96) y contrariamente las catecolaminas la 
inducen, pudiendo producir una redistribuciôn de los tipos celulares 
que résulta en una supresiôn de la respuesta a mitôgenos (43).
Por ûltimo y para finalizar con este complejo tema se debe notar 
que algunos autores (145) achaean la involuciôn timica observada en 
situaciones de embarazo, postparto, infecciones y tumores a otras 
causas como la migraciôn de linfocitos desde el timo a ôrganos 
periféricos, como el bazo, elevàndose el porcentaje de migraciôn 
normal desde el timo. La disminuciôn del nûmero de células linfoides 
en sangre no explicaria esta mayor liberaciôn a la circulaciôn, aunque 
algunos autores lo justifican por la adquisiciôn de una vida media 
corta (98). Esta redistribuciôn es explicada por Cohen y Crnic (172) 
como una circulaciôn y secuestro de los linfocitos desde la sangre a 
tejidos como médula ôsea.
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V.5.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES SOBRE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS 
MARCADORAS DE LA MADURACION DE LOS LINFOCITOS T.
En la parte final de este trabajo hemos intentado profundizar en 
el estudio de la actividad de ciertas enzimas consideradas como 
marcadoras de distintos estados de maduraciôn linfoide. Aunque los 
patrones de maduraciôn de los linfocitos no estàn totalmente 
clarificados, es bien conocido que el proceso de maduraciôn de los 
linfocitos T va asociado a variaciones de los niveles de actividad de 
algunas enzimas que pueden utilizarse para la identificaciôn de 
subpoblaciones tlmicas, la estimaciôn de su grado de diferenciaciôn o 
como marcadoras de ciertas inmunopatologias (173). Entre estas 
enzimas, la 5'-NT y las glucidasas, NABG y BG, se caracterizan por 
elevar su actividad en el paso de linfocitos inmaduros a maduros (137, 
138).
El recambio de algunas proteinas, asl como el nivel de actividad 
de diverses enzimas, es modificado por el estrés, quizà por el aumento 
de corticosteroides. Apoyando esta afirmaciôn existen datos 
expérimentales como el descenso de la actividad de la ornitina 
descarboxilasa en el timo y el aumento en el hlgado tras la inyecciôn 
de dexametasona (174). Asimismo, Gagnon y colaboradores (140) han 
observado el incremento de la sintesis proteica y de algunos 
mensajeros que codifican para proteinas miofibrilares después de 
estrés de inmovilizaciôn. Otros autores (98) han encontrado una 
disminuciôn de la sintesis proteica en el timo por esteroides. Sin 
embargo, no se conoce si el proceso de maduraciôn de los linfocitos T
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en el timo tiene lugar bajo condiciones de estrés, ya sea de forma 
normal o modificada, dando lugar a variaciones de los niveles de 
actividad de ciertas enzimas marcadoras.
Nuestros resultados indican que las cuatro enzimas estudiadas 
5'-NT, NABG, BG y SE, presentan niveles de actividad diferentes en las 
subpoblaciones tlmicas PNA+ y PNÀ“. Estos valores obtenidos son 
compatibles con trabajos anteriores y corroboran el patrôn de 
evoluciôn ya caracterizado, que indica un incremento de actividad con 
la madurez (137, 138 y 175). La enzima 5'-NT duplica sus niveles de 
actividad de células inmaduras (32.08 y 30 mU/10* células en contrôles 
y estresados respectivamente) a maduras (54.6 y 47.5 mU/10® células 
también en contrôles y estresados). La actividad NABG incrementa entre 
cuatro y cinco veces con la madurez (de 2.69 y 3.22 mU/10® células en 
PNA+ hasta 14.14 y 13.44 mU/10® células en PNA”, en contrôles y
estresados respectivamente). La otra glucidasa, BG, présenta unos 
niveles de cuatro a seis veces mayores en células maduras que en 
células inmaduras (de 6.75 y 8.41 hasta 40.26 y 53.84 U/10® células,
también en contrôles y estresados). Finalmente, la enzima SE, que es 
caracteristica de células citotôxicas y NK y présenta una baja 
actividad en timocitos de ratôn (139), ha sido relacionada 
recientemente con la capacitaciôn inmunolôgica y considerada también 
como marcadora de diferentes estados de diferenciaciôn (175). Los 
valores expuestos en este trabajo coinciden con la baja actividad 
esperada e indican la existencia de variados niveles de actividad en 
las subpoblaciones tlmicas, con una actividad duplicada en células 
maduras (0.1186 y 0.1258 U/2 x 10^ células frente a 0.0655 y 0.0571
A  A/ A g ($; ^
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u / 2  X 10"' células en la poblaciôn inmadura).
La variabilidad en los patrones enzimâticos entre PNA+ y PNA“ ha 
sido explicado parcialmente por algunos autores (173) por la diferente 
cantidad de células en divisiôn en ambas fracciones, ya que el grupo 
positivo contiene mâs células mitôticas que el negative.
Por otro lado y dentro de la parte objeto de nuestro estudio, los 
datos indican que no hay diferencias significativas entre los 
timocitos de ratones estresados y contrôles en todas las actividades 
enzimâticas estudiadas y en células PNA+ y PNA~. A falta de mâs datos, 
esto parece indicar que en caso de que se produzca la maduraciôn 
durante el estrés, esta deberia ser normal, ya que el aumento de 
actividad de las enzimas durante el proceso de maduraciôn se produce 
tanto en individuos estresados como en contrôles. Si el estrés 
interrompisse de alguna forma el proceso de maduraciôn, y puesto que 
el nûmero de timocitos maduros no varia (apartado IV.1.6 de 
resultados) indicaria una interrupciôn en la salida de células tlmicas 
maduras a la sangre, manteniéndose en el timo y no alterando sus 
niveles de actividad enzimâtica. Esto parece bastante improbable; 
posiblemente en condiciones de estrés el proceso de maduraciôn 
permanece inalterado (niveles enzimâticos similares) y los linfocitos 
maduros siguen el patrôn normal de circulaciôn a la sangre (el mismo 
nûmero de células maduras en condiciones de estrés), mientras que se 
interrumpe la llegada de células precursoras al timo (inhibiciôn de la 
migraciôn de células de médula bajo condiciones de estrés).
" 2 0 4 “
VI CONCLUSIONES
De los resultados presentados en este trabajo se pueden deducir 
las siguientes conclusiones:
1.- Del estudio comparative del efecto de la aplicaciôn de très 
agentes estresantes sobre diferentes parâmetros se deduce que:
a) Los très tipos de estresantes utilizados: inmovilizaciôn, frio 
y nataciôn forzada no actûan en el mismo sentido sobre los 
parâmetros estudiados. Los efectos mâs drâsticos son producidos 
por el estrés de inmovilizaciôn.
b) El estrés de inmovilizaciôn disminuye el incremento del peso 
corporal, aumenta el peso de las càpsulas suprarrenales y los 
niveles de corticosterona en plasma (mâs de ocho veces) y 
disminuye el peso de los ôrganos linfoides estudiados, bazo y 
timo, acompaKado de un descenso del nûmero total de timocitos.
c) El estrés de nataciôn forzada es el agente con menor influencia 
sobre los parâmetros estudiados; ûnicamente produce descenso 
significativo del incremento del peso corporal, aumenta cinco 
veces el nivel de corticosterona en plasma y disminuye el 
nûmero total de timocitos. Los cambios producidos en el resto 
de los parâmetros no resultan significatives.
d) El estrés de frio no produce una respuesta caracteristica de 
estrés, induce incremento del peso del timo y bazo, asl como 
del nûmero de timocitos totales, disminuye el peso corporal y 
aumenta el nivel de corticosterona en plasma. El aumento del 
peso de las càpsulas suprarrenales no résulta significative.
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e) Los cambios producidos en el peso del timo debido a la 
aplicaciôn de agentes estresantes se correlacionan con aumento 
0 descenso del nûmero de timocitos inmaduros (PNAA), mientras 
que el nûmero de maduros (PNA“) permanece constante.
2.- Del estudio del efecto del estrés de inmovilizaciôn sobre el DNA 
de timocitos murinos se deduce que:
a) El DNA de timocitos (totales, PNA+ y PNA”) estresados por 
inmovilizaciôn crônica y aguda sometido a anâlisis 
electroforético no révéla sefiales de degradaciôn.
3.- Del estudio del efecto de la adrenalectomia y la aplicaciôn del 
estrés de inmovilizaciôn sobre diferentes parâmetros se deduce que:
a) El estrés de inmovilizaciôn en ausencia de càpsulas 
suprarrenales provoca variaciones de los parâmetros estudiados 
en la misma direcciôn que las observadas en presencia de 
glândulas adrenales, produciendo disminuciôn del incremento del 
peso corporal e involuciôn de timo y bazo.
b) La involuciôn timica que se produce estâ relacionada con una 
disminuciôn en el nûmero de linfocitos T, que parece influir 
tanto en subpoblaciones maduras como inmaduras.
c) La ausencia de càpsulas adrenales no évita la involuciôn timica
iV? y
provocada por el estrés. La corticosterona parece no ser la 
causa principal del proceso de involuciôn tlmica ligada al 
estrés.
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4.- Del estudio de los efectos del estrés de inmovilizaciôn sobre la 
migraciôn de células precursoras al timo se deduce que:
a) El estrés de inmovilizaciôn disminuye, aproximadamente cuatro 
veces, la migraciôn de células precursoras de médula ôsea 
frente a factores quimiotâcticos de neonatos.
b) El estrés de inmovilizaciôn disminuye la migraciôn de células 
de médula ôsea frente a factores quimiotâcticos de ratones 
adultos, pero sin alcanzar el valor observado frente a factores 
de neonatos. ^ _
c) El estrés de inmovilizaciôn parece no afectar la actividad de 
los factores quimiotâcticos timicos, ya que las células de 
médula ôsea control presentan una migraciôn similar tanto 
frente a factores de adultos contrôles como estresados.
d) En las condiciones utilizadas, el estrés parece afectar la 
capacidad migratoria de las células. La inhibiciôn de la 
migraciôn parece ser célula-asociada.
e) La inhibiciôn de la migraciôn de células precursoras de médula 
ôsea al timo bajo condiciones de estrés podria explicar la 
involuciôn timica observada en las mismas condiciones.
5.- Del estudio de la actividad de enzimas marcadoras de la maduraciôn 
de los linfocitos T bajo condiciones de estrés se deduce que:
a) Las cuatro enzimas estudiadas 5'-NT, NABG, BG y SE presentan 
variaciones de su actividad en las distintas subpoblaciones
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tlmicas siguiendo todas ellas el mismo patrôn de evoluciôn que 
incrementa con la madurez.
b) Las actividades enzimâticas estudiadas no presentan variaciones 
entre los timocitos de ratones estresados y contrôles, tanto en 
células PNA+ como PNA".
c) Los niveles inalterados de actividad enzimâtica de estas 
enzimas marcadoras bajo condiciones de estrés parecen indicar 
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